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Optik und Feinbau der Schleimzellen in den Knollen 
verschiedener Orchis-Arten 


Von 
Kurt Freytag 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 14. Dezember 1955) 


1. Material 


Die gepulverten Knollen gewisser Orchideenarten (Orchis masculus, 
O. morio, O. militaris, Platanthera bifolia u. a.) sind im Handel als Tubera 
salep erhaltlich. Die gepulverten Knollen mit den darin reichlich enthal- 
tenen Schleimzellen stellten das Material fiir die vorliegenden Unter- 
suchungen dar. 


2. Die optischen Erscheinungen der Schleimzellen 


Im trockenen Zustand erscheinen die Schleimzellen im polarisierten Licht 
sehr stark doppelbrechend. Man erkennt unregelmafige Bereiche verschie- 
den hoher Doppelbrechung, zum Teil beobachtet man das Auftreten von 
Polarisationsfarben héherer Ordnung. Eine besondere feinbauliche Ord- 
nung ist aus diesen Bildern nicht zu erschlieBen. 

Benetzt man die Zellen mit Wasser, so sinkt die Doppelbrechung und es 
erscheint ein positives Polarisationskreuz, wenn sich die Zelle mit ihrer 
Unter- oder Oberseite dem Betrachter darbietet. Der Umrif der Zelle in 
dieser Ansicht erscheint rund. Schon nach kurzer Zeit vermindert sich die 
optische Anisotropie bei gleichzeitiger VergréRerung der Zelle, bis schlieB- 
lich der Zellinhalt verquollen und damit isotrop ist. Czaja (1954) emp- 
fiehlt die Beachtung des optischen Vorzeichens der Salep-Schleimzellen 
zur leichteren pharmakognostischen Unterscheidung gegeniiber anderen 
Pflanzenschleimzellen. 

Die nach der Verquellung zuriickbleibende Zellwand besitzt einen 
Folienbau, der optische Schnitt durch die Membran und Falten sind positiv 
doppelbrechend zu ihrem Verlauf, in Blickrichtung senkrecht zur Flache 
der Zellwand herrscht Isotropie. 

Dieselben optischen Erscheinungen wie beim Quellen der Salep-Schleim- 
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zellen hat Frey- Wyssling (1953) bei den mannanhaltigen Zellen in den 
Knollen von Amorphophallus konjak beschrieben. 

Bei den Schleimzellen der Tubera salep kann man nun folgendes Phi- 
nomen beobachten: Behandelt man kurz mit Wasser imbibierte Zellen mit 
Alkohol, so kehrt sich das Vorzeichen der Doppelbrechung vom Rande der 
Zelle her um. Gleichzeitig geht die Quellung zuriick. Setzt man wiederum 
Wasser zu, so erscheint das positive Kreuz erneut. Dieses Spiel kann man 
mehrfach wiederholen (Abb. 1). Die Doppelbrechung in Alkohol und Was- 
ser ist etwa gleich stark; unter Verwendung der Gipsplatte Rot I. Ordnung 

erkennt man in Additionsstellung des 
Blau II. Ordnung, in Subtraktions- 
stellung das Gelb I. Ordnung. Der 
Gangunterschied betragt also nach 
grober Schatzung etwa 100 my. 
Wie bereits angedeutet, geht die 
Anderung der Doppelbrechungser- 
scheinungen mit einer deutlichen Quel- 
lung parallel. Wasserentzug durch 
Alkohol, Isopropanol, 80%ige Essig- 
siure, Glycerin (nach langerer Ein- 
wirkungsdauer oder nach Auf- 
kochen darin), konzentrierte Kali- 
lauge ergibt ein negatives Kreuz; 
Quellung in Wasser. verdiinnter 
A Schwefelsiure, Salzsiure, Salpeter- 
Abb. 1. A Doppelbrechung in Alkohol: — siure oder Kalilauge laBt das posi- 
Lage der Mannanmicelle. B Doppel- tive Polarisationskreuz hervortreten. 
brechung in Wasser: Anordnung der Nach einigem Verweilen in den be- 
Stirkemicelle. treffenden Reagenzien kann man 
durch Zugabe von Wasser oder Alko- 
hol das Vorzeichen der Doppelbrechung wieder andern. Konzentrierte 
Schwefelsiure wirkt sowohl stark quellend als auch lésend. Das Quellungs- 
vermégen der Schwefelsadure iibertrifft dabei die wasserentziehende Wir- 
kung, denn man beobachtet vor dem Lésen das positive Polarisationskreuz. 

Aus den geschilderten Versuchen geht mit geniigender Deutlichkeit 
hervor, daf® man es hier nicht mit chemischen Vorgingen (topochemische 
Reaktionen, Lésungsphainomene) zu tun hat, sondern mit strukturellen Ver- 
anderungen, die sich in der Optik aufern. 


3. Die Eigendoppelbrechung der Bausteine 


Die zur Herstellung von Salepschleim benutzten Knollen setzen sich 
nach Angaben von Wehner (1929, 184) aus 48% Schleim, 27% Stiirke. 
15% Eiweif, 1% Zucker und 2% Asche zusammen. Der Schleim selbst be- 
steht zum grofen Teil aus dem Polysaccharid Mannan (Pringsheim 
und Kriiger 1932). 


Um die Anordnung der Micelle in den Schleimzellen aus der Optik 
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erschlieRen zu kénnen, muf die Eigendoppelbrechung der Bausteine be- 
kannt sein. Sie ist zu erhalten, wenn man die Texturdoppelbrechung durch 
Imbibition aufhebt. Der Imbibitionsversuch bereitet aber bei dem vor- 
liegenden Objekt Schwierigkeiten, da nur hydrophile Fliissigkeiten ein- 
dringen. Nach dem Einschluf& in Kanadabalsam zeigen die Zellen die- 
selben polarisationsoptischen Erscheinungen wie trockenes Pulver, die 
oben beschrieben sind. 

Man kann aber das Vorzeichen der Kristallite ermitteln, wenn man die 
bei der Quellung entstehende Gallerte zu Faden auszieht oder zusammen- 
driickt. In Gelen stellen sich die stabchenférmigen Kristallite stets parallel 
zur Richtung des Zuges und senkrecht zu derjenigen des Druckes ein 
(nach Schmidt 1934). Die Schleimzellen der Tubera salep sind gro 
genug, um sie mit Hilfe der Pinzette oder Nadel derartig zu beanspruchen. 
Man beobachtet beim Zug positive Doppelbrechung in bezug auf die Zug- 
richtung, dagegen negative Anisotropie, wenn man die gequollene Zelle 
seitlich zusammendriickt. Daraus ist ein positives Vorzeichen der stabchen- 
formigen Kristallite zu folgern. 

SolchermaRen auf dem Objekttrager erzeugte Schleimfaden werden 
in Alkohol oder getrocknet stairker doppelbrechend. Fiigt man Wasser 
hinzu, so nimmt die Doppelbrechung wieder ab bis zur Isotropie. Negative 
Doppelbrechung in bezug auf die Lange der Faden konnte ich bei den 
Versuchen niemals wahrnehmen, auch nicht unter Benutzung der 4/4-Glim-: 
merplatte, welche sehr kleine Gangunterschiede zu bestimmen gestattet. 
Zuweilen erkennt man zwischen gekreuzten Nicols an eingetrockneten 
Schleimen eine feine Querstreifung. Beobachtet man mit einem stirkeren 
Objektiv, so erkennt man, daf beim Drehen des Objekttisches die hellen 
Streifen sich verdunkeln, die vorher dunklen aber nun aufleuchten. In 
geeigneter Stellung kann man mit Hilfe der Gipsplatte erkennen, daf die 
beiden hellen Zonen diesseits und jenseits des Isotropiestreifens verschie- 
denes Vorzeichen besitzen, sie weisen steigende und fallende Farben auf. 
Die Kristallite liegen demnach nicht gleichmafig parallel zur Langsrichtung 
eines Fadens, sondern etwas gewellt. 

Ausgetrocknete Schleimfaden kann man iiber Xylol in Kanadabalsam 
einschlieRen, ohne daf eine Veranderung des Vorzeichens sichtbar wird. 
Auch diese Beobachtung spricht fiir positive Textur- und Eigendoppel- 
brechung der Kristallite. 


4. Die Anordnung der Micelle; Zusammenwirken der Doppel- 
brechung von Starke und Mannan 


Da der Aufenthalt in Wasser die Doppelbrechung von Schleimfaden 
aufhebt, Alkohol und héher brechende Medien das positive Vorzeichen 
nicht verandern, diirfte die Lage des gréferen Brechungsindex der in 
Alkohol liegenden Zelle die Richtung der Kristallite angeben. Diese liegen 
demnach tangential (in der Aufsicht auf die Zelle). Versuche mit dichroiti- 
schen Farbstoffen (Kongorot, Methylenblau oder Jod), die in vielen Fallen 
direkt auf die Lagerung der Feinbausteine schliefen lassen, schlugen fehl. 


i? 
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Die geschilderte Anordnung gibt aber keinen Aufschlu8 iiber die Ur- 
sache der Entstehung des positiven Polarisationskreuzes in Wasser. Dazu 
ist vielmehr anzunehmen, daf eine zweite Substanz mit positiver Textur- 
doppelbrechung in Wasser radial eingelagert ist. Durch die Hydratation 
andert sich die Doppelbrechung der tangential gerichteten Micelle und 
diejenige der radial angeordneten tritt hervor. Jaretzky und Bereck 
(1938) haben beobachtet, da der Schleim der Salepknollen durch ,,chemi- 
sche Umwandlung der Starke ohne sichtbare Strukturveranderung des 
Starkekorns* entsteht. Beim Auskeimen der Pflanze wird der Schleim ver- 
braucht, die Starke aber bleibt erhalten. 


Starkekérner besitzen Radialtextur mit positivem Polarisationskreuz. 
Die tangential angeordneten Micellen waren demnach aus Mannan auf- 
gebaut. Mannane kénnen zu kristallinen Bereichen zusammentreten und 
ergeben dann ein Réntgenspektrum (Herzog und Gonel| 1924). Ihrer 
chemischen Konstitution als Polysaccharide entspricht das ermittelte posi- 
tive Vorzeichen ihrer Eigendoppelbrechung. 


Die polarisationsoptischen Erscheinungen bei der Quellung der Schleim- 
zellen waren also so zu erklaren, da bei der Hydratation die Mannan- 
kristallite sich voneinander entfernen und ihre Lagerung mehr und mehr 
ungeregelt wird. Die Texturdoppelbrechung nimmt ab und die Doppel- 
brechung der radial stehenden Starkemicelle kommt zum Vorschein. An- 
scheinend sind die Starkemicelle nicht so dicht gepackt wie im Stiarke- 
korn, so da sie nach einiger Zeit ebenfalls ihre feinbauliche Ordnung 
verlieren (Abb. 1). 


Obwohl infolge der schnellen Verquellung des Zellinhalts Versuche er- 
folglos sind, die darauf hinzielen, durch Hydrolyse mit verdiinnten Sauren 
oder mit Hilfe von Fermenten die optisch in Erscheinung tretenden Bau- 
steine der Zelle zu trennen, lassen sich die eben geschilderten Erklarungs- 
versuche durch folgendes Experiment stiitzen: Man gibt eine kleine Menge 
Saleppulver in einen Tropfen Wasser und erhitzt auf dem Objekttrager 
bis zum Aufkochen. Die Zellen verquellen dabei sehr rasch und erscheinen 
fast isotrop. Nun fiigt man sofort 96%igen Alkohol dazu. Wahrend die 
Amylose durch Lésung und Amylopektin durch Verquellen isotrop ge- 
worden sind, ordnen sich die Mannane zum Teil infolge der entquellenden 
Wirkung des Alkohols wieder. Die Zelle erscheint im Polarisationsmikro- 
skop mit schwachem negativem Kreuz. Nunmehr vermag man auch durch 
Zugabe von viel Wasser keine Umkehr der Doppelbrechung zu erzielen. 
Wie sich aus parallel durchgefiihrten Versuchen mit Starkekérnern, z. B. 
der Kartoffel, ergibt, kann verquollene Starke durch Alkohol nicht wieder 
geordnet werden, die Korner bleiben isotrop. 


Damit ist der submikroskopische Bau der Schleimzellen im wesentlichen 
geklart. Spateren Untersuchungen muff es vorbehalten bleiben, auf welche 
Weise der Umbau der Starke im Schleim vor sich geht und wie die Zelle 
in dem anfangs dicht gepackten Starkekorn Platz schafft fiir die tangentiale 
Einlagerung des Mannans. 
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Zusammenfassung 


Der Wechsel des Vorzeichens der Doppelbrechung von in Wasser lie- 
genden Schleimzellen bei Alkoholzugabe gab Anlaf zur Klarung ihres 
Feinbaues: Tangential gelagerte Mannanmicellen kreuzen sich mit radial 
verlaufenden Starkemicellen. Durch Behandlung mit hei&em Wasser kann 
man die Doppelbrechung der Starke aufheben und erhalt nach Zugabe von 
Alkohol die Anisotropie des Mannans. 
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Untersuchungen iiber die antagonistische Wirkung 
der Zucker und mehrwertigen Alkohole bei der Wirkung 
von Alkalien auf das Pflanzenplasma 


Ill. Mitteilung 
Von 


Hugo Kaho, Hamburg 
Mit 5 Textabbildungen 


Eingegangen am 21. November 1955 
o o 


Die lebende Substanz der Zellen — das Protoplasma — hat schwach 
alkalische Reaktion, und sehr schwache alkalische Lésungen geben ihm eine 
groRere Resistenz gegen schiidigende Einwirkungen von auBen. So fand 
Lepeschkin (1910), da die Hitzekoagulation des Pflanzenplasmas in 
schwach alkalischer Lésung bei etwas héherer Temperatur als in neutraler 
vor sich geht. Da die Eiweiffverbindungen den Hauptbestandteil des 
Plasmas bilden, so ist es verstindlich, daff schwach alkalische Lésungen 
gegen die Hitzegerinnung wirken. Denn versetzt man eine Eiweiflésung 
mit einer geringen Menge von Alkali, so bleibt das Eiweif auch beim 
Kochen klar und die Hitzekoagulation unterbleibt. 

GréRere Alkalimengen zersetzen Eiweif? und zerstéren auch das Proto- 
plasma. So z. B. sterben in einer 0,015n NaOH-Lésung die Pflanzenzellen 
innerhalb von 5—10 Stunden ab. 

Ich habe gefunden, daf Zucker und mehrwertige Alkohole gegen giftige 
Neutralsalze ! und verschiedene Sauren ? bei gewissen Versuchsbedingungen 
bei Pflanzenzellen eine antagonistische Wirkung (a. W.) aufweisen. 

In den unten folgenden Versuchen wird die a. W. der Mono-, Disaccha- 
ride und mehrwertigen Alkohole gegen Alkalien beim Pflanzenplasma 
naher untersucht. 

Die Versuche wurden mit Flachenschnitten von Rotkohl durchgefiihri. 
In jede Lésung wurden 100—120 kleine, gleich dicke quadratische Schnitte 
(1—1.5mm2) gelegt und nach gewissen Zeitintervallen herausgenommen, 
10 Minuten in Leitungswasser gehalten und in einem ausbalancierten 
Plasmolytikum plasmolysiert. Alle plasmolysefahigen (bei hypertonischen 

1 Diese Zeitschrift. 45, 560 (1956). 

2 Daselbst, 47, 164 (1956). 
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Zuckerlésungen deplasmolysefahigen) Zellen galten als lebende (Naheres 
iiber diese Methode s. Kaho 1921, 1923, 1933). 

Das Anthozyan des Rotkohls ist bekanntlich ein ausgezeichneter Indi- 
kator. Es ist fiir verschiedene Alkaliabstufungen empfindlicher als fiir 
Sauregrade. Das Anthozyan des Rotkohls, welches zu diesen Versuchen ver- 
wendet wurde, hatte ungefahr pH 7,0. Bei pH 7,1 folgte ein deutlicher 
Umschlag ins Blau, bei pH 7,2 kam ein schwach griiner Ton zum Vorschein, 
bei pH 7,6—7.8 eine gelbe Farbung. 

Das bedeutet, daB, wenn auRerst kleine und nicht t6dliche Men- 
gen von Alkalien in die Zellen eindringen, die Zellen sich blau fiarben. 
Solche Zellen plasmo- und deplasmolysieren normal und sind sonst unbe- 
schiidigt. In Wasser oder bei langerem Stehen kann die blaue Farbe wieder 
in eine normale zuriickgehen, was besonders fiir Schnitte in Ammoniak- 
bzw. NH,OH-Lésungen zutrifft. 

Bevor wir zu den Versuchen iibergehen, méchte ich einen chemischen 
ProzeB noch kurz erwahnen, der mit den Alkaliwirkungen in einem Zusam- 
menhang steht. 

Bekanntlich absorbieren alle Laugen Kohlendioxyd mit der Bildung von 
Carbonaten. 

Bei der Atmung der Schnitte geht das CO, in die Lésung; ferner wird 
es auch aus der Luft von Laugen absorbiert. Infolgedessen wird ein Teil der 
OH-lIonen wihrend der Versuche chemisch gebunden und die Hydroxyde 
werden etwas abgeschwacht. So z. B. hat der Kontrollversuch in der Tab. 6 
(NaOH) zu Beginn pH 11,5 und nach 5 Stunden pH 11,0. Dies trifft mehr 
oder weniger fiir alle Lésungen, die Alkalien enthalten, zu. Da dies in allen 
Versuchen in gleicher Weise vor sich geht, so wird dadurch in den End- 
ergebnissen nichts Wesentliches geandert. 

In den Versuchen farbt sich die Fliissigkeit mit den Schnitten, je nach- 
dem wie schnell die Zellen absterben und Anthozyan ausscheiden, von Griin 
bis Gelb. Diese Farbung zeigt gewissermafen an, ob die Zellen schnell oder 
langsam, massenhaft oder vereinzelt absterben. Daraus kann man im gro- 
Ben Stil die a. W. der Zucker ableiten. 

In der Regel farbt sich die Fliissigkeit im Kontrollversuch schon nach 
1—2 Stunden griinlichgelb. In den Lésungen mit Lauge und Zucker wird 
eine schwache gelbe Farbe erst viel spater sichtbar. In einigen Fallen 
bleiben diese Lésungen bis zum Ende der Versuche wasserklar. 

Doch muB gesagt werden, daB bei der Herstellung der Schnitte vereinzelte 
Zellen etwas geschidigt werden und daf sie trotz sorgfaltiger Abwaschung in den 
Zuckerlésungen schneller absterben als die Hauptmasse der Zellen, sowie 
Anthozyan ausscheiden. Infolgedessen haben auch die Zuckerlésungen mit den 
noch intakten Zellen oft nach 5—7 Stunden eine sehr schwache griinlichblaue oder 
gelbliche Farbe. 

Die Starke der Alkalien wurde so gewahlt, daf alle Zellen beim Kon- 
trollversuch in ca. 5—10 Stunden abstarben. In einigen wenigen Versuchen 
konnte diese Bedingung aus verschiedenen Griinden nicht ganz genau ein- 
gehalten werden. 

Alle Zahlen, die in den Tabellen angegeben sind, 
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bedeuten den Prozentsatz der lebenden Zellen in je 


zehn Schnitten. 
Die Versuche wurden serienweise und gleichzeitig (jede Serie bei gleichen 


AuBenbedingungen) angestellt. 
Die Zucker und Alkohole wurden den Alkalien in substantia zugesetzt. 
Alle Chemikalien stammen von Merck, Darmstadt. 


Versuche 
Tabelle 1. 
Rotkohl. NaOH ca. %/3n; pH 11,5. Temp. 21°. 





ieee : 
Einwirkungs- NaOH pes erie et Maltose 7 
0, 4m rr 6 m 


- ag” 2 
zeit der |(Kontroll- 0,05 m 0,1 m 0,2 m 


Lésungen | vers.) 2 pH 11,0 | 
l 

| 

| 











30 Minuten | 90 100 
1 Stunde | 90 
2 Stunden 52 | 

: t - 
30 
7 
0 
| 











Mittelwert (%)* | 43 

1 .do* bedeutet das Kontrollalkali (hier NaOH) in pie a Konzentration 
wie beim Kontrollversuch. 

2 Die Konzentration des Zuckers im Gemisch. 

3 Der Mittelwert zeigt die a. W. eines Zuckers bzw. Alkohols schon deutlich 
an, wenn der Prozentsatz der lebenden Zellen mindestens um 10% hoher als der 
des Konirollversuches ist, alle Zeitabschnitte der betreffenden Versuchsserie ein- 
gerechnet. (In der Tab. 1 sieben Zeitabschnitte.) 


Tabelle 2 
Rotkoh]. NaOH ca. '/75n; pH 11,5. Temp. 21°. 





. | x 
Einwirkungs- | NaOH | do + Maltose | do + Laktose do + Saccharose 
zeit der Keten.| 00 0, 05m m | 0,1 m i 6, 05 m | 0,1 m | 0,05 m 0,1 m 
Lésungen | vers.) = nee ; i ae 








Stunde 
2 Stunden 


1 

2 
3 
7 
5 
6 
7 
8 


10 








Mittelwert (%) 
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Im Kontrollversuch der Tab. 1 kann man mit dem bloRen Auge sehen, 
daf an den Randern der Schnitte breite Streifen der Zellen blau sind und 
in der Mitte die Flache noch rot ist. Ferner, da das Alkali konzentrisch in 
die Schnitte eindringt. Die abgestorbenen Zellen farben sich gelblich. In den 
hypotonischen Lésungen der 
Maltose (0,05—0,2m) ist die 
Farbe der Schnitte rétlich und 
fast normal. In den Sdhnitten 
kommen nur wenige blaue Zel- 
len vereinzelt vor. Dagegen in 
den hypertonischen Lésungen 
der Maltose (0,4—0,8 m) farben 
sich alle Zellen blau. Die hypo- 
tonischen Maltoselésungen zei- 
gen eine ziemliche starke a. W. 
gegen das Natriumhydroxyd. 
Alle drei Konzentrationen haben 
ein gleiches Endergebnis. Die 
hypertonischen Lésungen wir- 
ken dagegen schon gewisser- 
mafen synergetisch. Sie férdern 
etwas die schadigende Wirkung 
des Hydroxyds, aufer 0,4m Mal- ; , 
tose. 4 6 S100. 

Die Tab. 2 stellt einen Ver- Abb. 1. 
gleich der a. W. dreier Disaccha- 
ride gegen Na-Lauge dar. Wir sehen, daf alle drei Zucker eine beachtliche 
und im allgemeinen ziemlich gleiche Gegenwirkung aufweisen und nur 
0,05 m Saccharose etwas mehr beschadigte Zellen und Laktose eine etwas 


groRere a. W. als die anderen Zucker hat (s. auch Abb. 1). 


700 





% % er lebenden Zellen tn den Schuitten 











Tabelle 3. 
Rotkohl. NaOH ca. '/s0n; pH 11,4. Temp. 22°. 





| 
Einwirkungs- | NaOH oo + Coe 


zeit der 





| 06m : 
| | pH 11,0 pH 10,5 | pH 10,0 

| 

| 


/s0 ” ry 
(Kontrot-|_ 005m | 1m | 02m | 03m | 04m 
Lésungen | vers.) | 





| 





| | 


1 Stunde 85 100 =| #100 =| 92 
2 Stunden 70 ae. | 10 | 9 | 88 
3 : 100 | 65 =| (65 
4 | 100 7 6 6| «68 
5 2 | 98 6 | 52 
6,5 9% | 55 | 58 
8,5 ‘ i a 93 50 | (47 
11 83 58 40 














Mittelwert (%) ‘ 95 69 | 63 
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Die vorstehende Versuchsserie zeigt die a. W. einer Hexose gegen das 
Natriumhydroxyd (Tab. 3). 

In der reinen NaOQH-Lésung (Kontr.) werden die Randzellen bei den 
Schnitten in 1 Stunde blaulich und spater farben sich alle Zellen blau. 


Tabelle 4. 
Rotkohl. NaOH ca. '/7n; pH 11,5, Temp. 20°. 





Einwirkungs- | NaOH | do + Xylose | do + Arabinose 





. | Mag n 4 ; | 
= der |(Kontroll- | : 0,1 ma Oy | 0.4m 0,1 m ee 
Léeungen | | pH 10,5| pH 11,2| pH 11,0 











1 Stunde | 9F | OF 98 
2 Stunden | 53 | 9: | ‘ 9: | 97 
a Oise ‘ : 95 
5 f | 97 
6 95 
95 
93 
95 





8 
10 
23 


— 


bo or or 








| 7 Le 
| 
Dieser Farbenumschlag zeigt, da sehr kleine, noch nicht tédliche Mengen 
des Natriumhydroxyds in die Zellen eingedrungen sind. Abgestorbene Zel- 
len farben sich griin. 

Die Schnitte in 0,05—0,2 m Glukose behalten bis zum Ende der Versuche, 


abgesehen von einigen wenigen beschidigten Zellen, die blau sind, eine fast 


Mittelwert (%) | 36 


iz) 
io) 


Tabelle 5. 
Rotkohl. NaOH ca, 1/7 n; pH 11,5. Temp. 21°. 





| 
es ‘. + Erythrit | + Sorbi 
Einwirkungs- rea nad sdetesi veneers) ” ants _ 
zeit der 70 0,05 m 01m | 02m | 0,05 m 0,1 m 
3 (Kontroll- | 
Lésungen vers.) pH 11,5 
| 





.5 Stunden | 





Mittelwert (%) 


normale rotlila Farbung. Diese hypotonischen Glukoselésungen weisen eine 
groRere a. W. gegen das NaOH auf. 

Die Schnitte in 0.3—0,6 m Glukose haben verhaltnismaBig mehr blaue, 
schwerbeschiadigte Zellen. Die a. W. dieser Glukoselésungen ist viel 
schwacher. 
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In der Versuchsserie der Tab. 4 ist die a. W. der Pentosen gegen NaOH 
gezeigt. In den Kontrollschnitten kommen schon nach 2 Stunden viele blaue 
Zellen zum Vorschein. Dieselben treten in allen Xyloseschnitten und in 
0.1m Arabinose erst nach 6 Stunden auf. In 0.2m Arabinose werden wih- 
rend des Versuches nur wenige blaue Zellen sichtbar. 


Tabelle 6. 
Rhoeo discolor. NaOH ca. '/9n; pH 11,4. Temp. 20°. 





Einwirkungs- | NaOH do + Glukose do + Laktose 


A "oq 2 | 9 ay | 2 | 
zeit der (Kontroll- _ 0,06 m | 0,12m 0,06 m 0,12 m | 0,18 m 
Lésungen vers.) 





pH 11,0 | pH 10,75 5| pH 11,0) pH 10,5 





1 Stunde 
2 Stunden 
> a 

4 $3 


0 ” 


=) 
On 


| 100 
| 100 
| 


o 


bo +1 


or 





1 

















Mittelwert (%) | 40 
| ! | 
Die beiden Pentosen wirken gegen die Na-Lauge deutlich antagonistisch, 
die Arabinose starker als die Xylose. 
In den Lésungen von Erythrit und Sorbit ist der Farbenumschlag bei 
vielen Zellen schon in der ersten Stunde bemerkbar, bei Erythrit etwas 
mehr als bei Sorbit (Tab. 5). Das Alkali dringt in diesen Versuchen etwas 


Tabelle 7. 
Rotkohl. KOH ca. '/s5n; pH 11,3. Temp. 20°. 





- 
Einwirkungs- ry f ed) Bee - ab assassins 
: 95 2 | P | | ~ 
zeit der (Kontroll-| 0,05 m_ | | | 0,05 m , 
Lésungen vers.) pH 11,0 
1 Stunde | 100 


2 Stunden 5 | | 100 | 100 
: Cee 100 

| | 100 
100 

100 











9 


= 











Mittelwert (%) 99 


schneller in die Zellen ein als in Gegenwart von Pentosen. Die a. W. der 
Alkohole gegen das Natriumhydroxyd ist auch dementsprechend etwas 
schwacher als die der Pentosen, und zwar beim Erythrit geringer als beim 
Sorbit. 

Es war interessant, auch einige Versuche iiber die a. W. aufer Rotkohl 
mit einer anderen Pflanze zu machen. Die Tab. 6 zeigt eine Versuchsreihe 
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mit Rhoeo discolor. Diese Pflanze eignet sich nicht so gut wie Rotkohl fiir 
diese Versuche, und es wurde deshalb nur eine Serie angestellt. Die Ver- 
suche wurden in derselben Weise wie mit Rotkohl mit einem Mono- und 


Tabelle 8. 
Rotkohl. KOH ca. '/s0n; pH 11,5. Temp. 25°. 





Einwirkungs- | at | do + Glukose 
| 50 7 | - 

| (Kontroll- |_ 0,06 m 01m | 02m 
Lésungen | vers.) 








zeit der 





pH 11,0 





| 
1 Stunde | 
2 Stunden | | 
‘ 100 
98 
95 


| 
| | 53 


100 


| 100 
| 
| 
| 100 


100 | 
| 
| 
| 





95 
97 











| 

| 
Mittelwert (%) | | 91 | 99 
Disaccharid durchgefiihrt. Beide Zucker zeigen eine schwache a. W. gegen 
das Natriumhydroxyd, die bei der Glukose etwas geringer als bei der 
Laktose ist. 

Tabelle 9. 
Rotkohl. LiOH ca. '/s0.n; pH 11,5.1 Temp. 18°. 





Einwirkungs- LiOH 
*/50 
(Kontroll- | 
Lésungen vers.) 0,2 m 


do + Maltose do + Saccharose 
zeit der 











1 Stunde | ' 100 | 100 | 100 
2 Stunden | 100 9% | | 97 

| 100 100 | 100 
100 100 
98 





92 


| | 6 

| | 50 
acy | 
| 


Mittelwert (%) | 23 





eae 
| 73 
| 


| 
| 
| 

tale | rom | a 


1 Wo nichts anderes gesagt ist, bezieht sich pH auf alle in einer Versuchsreihe 
verwendeten Lisungen. 


Das Kaliumhydroxyd dringt etwas schneller als NaOH in die Zellen ein 
(Tab. 7). Im Vergleich zu den mit Natriumhydroxyd gemachten Versuchen 
geht in den Zellen der Farbenumschlag bei Kaliumhydroxyd schneller vor 
sich. Die Zellen nehmen eine blaue Farbung an. Nach 23 Stunden schlug 
die blaue Farbung in den lebenden Zellen allmahlich in rosa bzw. in eine 
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rétliche (ungefahr normale) um. In 0,05 m Maltose und Saccharose behielten 
die lebenden Zellen ihre blaue Farbe noch bei. 

Die a. W. der Disaccharide gegen die K-Lauge ist auch in dieser Ver- 
suchsreihe unverkennbar. Beziiglich dieser Eigenschaft steht die Laktose 
an der Spitze, ihr folgen Maltose und Saccharose. 0,05 m Saccharose hat hier 
keine a. W. 

In den vorliegenden Versuchen (Tab. 8) tritt die a. W. der Glukose sehr 
deutlich hervor. Das Zunehmen dieser Wirkung mit der VergréRerung der 
Starke des Monosaccharids ist gut ersichtlich: bei 0,02 m Glukose ist der 
Mittelwert der lebenden 
Zellen 68%, bei 0,06 m 00 PMA Gi 
88%, bei 0,im 91%, bei COPIGF 
0.2m 99%, bei 0,3 m (grenz- W050 b05i 
plasmolytischer Wert bzw. 

schwach hypertonisch) 
96%. 

Das _ Lithiumhydroxyd 
dringt in die Kontroll- 
schnitte von den Randern 
aus konzentrisch in die 
Zellen ein (Tab. 9). Schon 
nach 1 Stunde bildet sich 
an den Randern ein blauer 
Saum, der allmaéhlich an 
Breite zunimmt. Die 
blauen Zellen nehmen eine 
griine Farbe an und ster- 
ben ab. 

In 0,2m_ Saccharose- 
und allen Maltoselésungen 
sieht man nur_ wenige 
blaue Zellen, in 0,05 m und 0,1 m Saccharose aber etwas mehr. 

Beide Disaccharide weisen eine ziemlich starke a. W. gegen das Lithium- 
hydroxyd auf, die bei der Saccharose schwicher als bei der Maltose ist 
(s. auch Abb. 2). 

Die in der Tab. 10 dargestellten Versuche sind Ende Januar angestellt 
worden. Obwohl Rotkohl sich im Winter gut aufbewahren laBt, zeigen die 
Versuche, da die Widerstandskraft des Protoplasmas doch merklich nach- 
gelassen hat, denn die Schnitte werden in den Zuckerlésungen schneller als 
gewohnlich blau. Die Versuche sind mit derselben Konzentration des 
Lithiumhydroxyds wie in der Tab. 9 angestellt worden und man kann die 
a. W. der Maltose von 0,05m und 0,1m in beiden Fallen vergleichen. 
0,01 m der Maltose und Raffinose ist hier als Grenzkonzentration der a. W. 
zu betrachten. Unterhalb dieser Grenze wird die a. W. schon schwer erkenn- 
bar. — Die Maltose und Raffinose weisen in diesen Versuchen eine schwi- 
chere a. W. gegen das Lithiumhydroxyd auf. Merkwiirdig ist dabei, daf die 
Raffinose eine geringere a. W. als die Maltose hat. 
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Die Versuche mit Calciumhydroxyd zeigen in bezug auf das Pflanzen- 
plasma einen hohen Giftigkeitsgrad dieser Lauge (Tab. 11). Die Schnitte 
sterben schon nach 2% Stunden ab. Bemerkenswert ist auch die starke 
a. W. der Laktose gegen das Calciumhydroxyd. 


Tabelle 10. 
Rotkohl, LiOH ca. 1/50n; pH 11,5. Temp. 17°. 





Einwirkungs- | do + Maltose do + Raffinose 
zeit der (-— eee EER eae a) Boer 
Lésungen | | 0,05 m 0,1m 0,01 m | 0,05 m 

] | 

| 








1 Stunde | 100 100 
2 Stunden 62 | 


23 3 | 








Mittelwert (%) 


Die a. W. der Laktose hat sich in den Versuchen mit Laugen im allge- 
meinen als die intensivste erwiesen. 
Im gegebenen Falle hat vermutlich das zweiwertige Kation einen be- 
sonderen Einfluf. 
Tabelle 11. 
Rotkohl]. Ca(OH), ca. '/4on; pH 11,5. Temp. 21°. 





Einwirkungs- 
zeit der 
Lésungen 











30 Minuten 
1 Stunde 
1,5 Stunden 


” 


90 
‘ 90 
22 90 

















Mittelwert (%) 2 | 97 


Die Laktose erschwert das Permeieren des Calciumhydroxyds in die 
Zellen. Die a. W. wichst in diesen Versuchen mit der VergréRerung der 
Konzentration der Laktose kontinuierlich an. 
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Die Tab. 12 zeigt eine vergleichende a. W. dreier Disaccharide gegen das 
Calciumhydroxyd. Die Zellen sterben schon in 5 Stunden im reinen Cal- 
ciumhydroxyd ab. In Gegenwart von Disacchariden sind nach 21 Stunden 


Tabelle 12. 
Rotkohl. Ca(OH), ca. /45n; pH 11,5. Temp. 22°. 





| | 
Finwirkungs- | Ca(OH), | do + Maltose | do + Laktose | do + Saccharose 





1 | eras ss 
zeit der ls” | 908m | 0,16m | 008m | 0,16m | 0,08m | 0,16m 
(Kontroll-| ~’ | : 


| | | 
Lésungen | vers.) | pH 11,0 








t Seende | 100 100 100 100 | 100 
2 Stunden | 100 100 100 100 100 
| 100 100 100 100 | 

100 100 100 

100 
100 
100 
48 

















Mittelwert (%) | | 86 | 93 
noch ca. 80—100% der Zellen am Leben. Sogar nach 40 Stunden ist, von 
zwei Fallen abgesehen, mehr als die Halfte der Schnitte am Leben. Die 
a. W. der Zucker gegen das Ca(OH), ist auch in diesen Versuchen sehr stark. 


Im allgemeinen sieht man in den Schnitten wenig blaue Zellen; nur in 


Tabelle 13. 
Rotkohl. Ca(OH), ca. */sn; pH 11,5. Temp. 23°. 





Einwirkungs- Ca(OH), do + do + do + do + do + do + 
1 


: Arabinose| Xylose | Sorbose | Mannose | Laktose | Raffinose 
zeit der | 





40 7% 
i (Kontroll- 
Lésungen vers.) 0,06 m 





1 Stunde 100 100 100 ; 100 
2 Stunden | 65 100 100 | 100 
3 100 100 | 100 
4 100 100 | 100 
93 100 100 | 100 
78 100 100 100 
38 88 98 | 98 
35 67 93 92 
24 10 68 90 90 




















Mittelwert (%) | 31 73 «| ~ on os | | 98 
| 
den Saccharoselésungen kommen sie in den Schnitten 6fter vor. — Die 
stirkeren Zuckerlésungen zeigen in dieser Versuchsserie auch eine etwas 
intensivere a. W. 
Ein Vergleich der a. W. aller Zuckerarien gegen das Calciumhydroxyd 
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zeigt, daft sie alle eine beachtliche a. W. auslésen (Tab. 13), Dabei haben die 


Raffinose und die Arabinose eine ungefahr gleich starke Wirkung, die zwei 
Monosaccharide und das 
‘Disaccharid wirken et- 
was stirker antagoni- 
stisch, die Xylose nimmt 
eine Mittelstellung ein. — 
Die Kontrollschnitte ha- 
ben nach 2 Stunden an 
den Randern viele blaue 
Zellen. In den anderen 
Lésungen haben die Zel- 
len eine normale Farbe, 
ausgenommen die Raffi- 
nose, in der die Zellen 
eine rétlich-violette Far- 
bung angenommen ha- 
ben, die in den anderen 
Alle Zucker 006 mo! Zuckerlésungen erst nach 
6 Stunden auftritt (siehe 
; auch Abb. 3). 
ESO. Es wurden noch in der 
Abb. 3. Weise Versuche ausge- 
fiihrt, da die Schnitte 
eine Zeit in reinen Zuckerlésungen gehalten und nachher in eine reine 
Hydroxydlésung iibertragen wurden. Eine solche Vorbehandlung der 
Schnitte gibt ihnen einen gréReren Widerstand gegen Laugen. 


700 





§ Sy 8 


% % der lebenten Zellen tn Cen Sthnitten 


S 











Tabelle 14. 
Rotkohl. NaOH ca. 1/7n; pH 11,5. Temp. 20°. 





Die Schnitte 15 Minuten vorbehandelt mit: 


Einwirkungs- | rc _— handelt mi 
70” 
|(Kontroll- 7 se Laktose } ‘ Fruktose 





zeit der 
—| 


se | - — $$ $_$_$____ 
Lésungen | vers.) | 01m | 02m 


| 0,3 m | 0,1 m | 0,2 m 
| | | | 
30 Minuten ¢ | | 100 

1 Stunde 


1,5 Stunden 





” 


” 


” 


Mittelwert (%) | 40 





In der Tab. 14 ist eine Versuchsreihe mit den vorbehandelten Schnitten 
dargestellt. Die mit Laktose und Fruktose 15 Minuten vorbehandelten 
Schnitte zeigen eine unverkennbare a. W. gegen das Natriumhydroxyd. Die 
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mit stirkeren Zuckerlésungen vorbehandelten Schnitte zeigen auch deutlich 
eine entsprechend gréfere Resistenz gegen die Lauge (s. Abb. 4). 

Auch gegen das Calciumhydroxyd sind die Schnitte durch die Vor- 
behandlung (15 Min.) mit 
Maltose und Saccharose 
widerstandsfahiger __ge- 
worden (Tab. 15). Die 
a.W. ist in diesem Fall 
im allgemeinen etwas ge- 
ringer als in der vorher- 
gegangenen Versuchsreihe 
(Tab. 14), insbesondere 
bei den mit Saccharose 
vorbehandelten Schnitten. 

Die Tab. 16 zeigt eine 
Versuchsserie mit Am- 
moniumhydroxyd. Da 
sich aber nur ein gerin- 
ger Bruchieil der gelé- 
sten NH,-Molekiile mit 
Wasser umsetzt, haben 
wir es eigentlich mit der ; 
wasserigen Liésung von 2 
Ammoniak zu tun. Am- Abb. 4. 
moniak dringt sehr schnell 
in die Zellen ein und bewirkt einen Farbenumschlag in Griinlichblau. Beim 
Kontrollversuch (pH 10,5) bildet sich an den Randern der Schnitte ein griin- 
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Tabelle 15. 
Rotkohl. Ca(OH), ca. 4/4on; pH 11,4. Temp. 21°. 





Einwirkungs- Ca(OH), | = Die Schnitte 15 Minuten vorbehandelt mit: 


1 

zeit der lo” | Maltose Saccharose 
(Kontroll- | _ . 

Lésungen vers.) 








0,3 m 





t 
} 
1 Stunde 

Stunden 


” 


2 
3 
4 
5 
6 
8 
1 


1 


” 











Mittelwert (%) | | | 


licher Saum, der an Breite sehr schnell zunimmt. Ammoniak dringt konzen- 

trisch in die Zellen der Schnitte ein, bis die ganze Flache griinlichblau ge- 

worden ist. Durch diesen Farbenumschlag des Anthozyans werden die Zellen 
Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 18 
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nicht getétet. In Gegenwart von Zuckern wird das Eindringen des NH, 
verlangsamt, besonders in Gegenwart von Disacchariden. Die Zellen neh- 
men im letzteren Fall eine blaulichgriine Farbe an, die mit der Zeit bliu- 


Tabelle 16. 
Rotkohl. NH,OH; pH ca. 10,5. Temp. 21°. 





1 1 
| 
Einwirkungs- | NH,OH | do + Erythrit | 
zeit der | pH ea. 10,5 : i 
Lésungen | (Kontrollvers.) | 
| 


do + Xylose | do + Arabinose 
| 








90 
65 
60 


| 
100 | | 100 
| 


| 


| 50 
| 37 
Mittelwert (%) | | 





65 


| 
| 
| 
| 
| 
| 


licher wird. Bei Plasmolyse ist die Farbe der Zellen tiefblau, bei der 
Deplasmolyse wird sie rétlich. Diese Farbenumschlage zeigen das allmah- 
liche Entweichen des Ammoniaks aus dem Zellsaft. Zucker und mehrwertige 
Alkohole wirken nur bei geeigneten Konzentrationen gegen das NH, deut- 
lich antagonistisch. In den vorliegenden Versuchen zeigt nur die Xylose eine 


Tabelle 12. 
Rotkohl. Methylamin ca. 1/10%; pH 11,0. Temp. 22°. 





| 
Methyl- 
Einwirkungs- | amin do + Saccharose do + Maltose do + Raffinose 
| 


zeit der 1 


(Kontroll- 


Lésungen 
vers.) 





5 Stunden 
9 9 


12 


_ 
a oS 
—) 


iY) 
coo a ot bo 











Mittelwert (% 





w 
bo 


| | | 
schwache a.W. gegen das NH,. Die der Arabinose und des Erythrits liegt 
im Bereich des Versuchsfehlers. 

Auch Methylamin, das in seinem chemischen Verhalien dem Ammoniak 
sehr ahnlich ist, dringt schnell in die Zellen ein und bewirkt in ihnen einen 


Farbenumschlag (blau, griin). Nach einigen Stunden kommt in den lebenden 
Zellen die normale rote Farbe wieder zuriick; in verschiedenen Zellen in ver- 
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schiedener Zeit. Dieses weist auf eine Neutralisierung des Zellsaftes in den 
Zellen, wahrscheinlich durch Verfliichtigung des Methylamingases. 

Es ist nicht leicht, mit Methylamin Versuche anzustellen. Man muB8 zuerst 
viele Vorversuche machen, um eine geeignete Konzentration zu finden, in 


welcher die a. W. der Zucker am besten auftritt. 


Tabelle 18. 


Rotkohl. Methylamin ca. 1/7%; pH 11,0. Temp. 20°. 
| | ] | 
Einwirkungs- | Methyl- do + do+ | do + | do+ | do+ | 
zeit der amin */,% Xylose | Glukose | Fruktose | Mannose | Sorbose | 


(Kontroll- | 
Lésungen vers.) 





Sac- 
charose 











2 Stunden 
” 


” 





” 








| 
| 
| 


” 





Mittelwert (%) | - | eI | | 

In der vorliegenden Serie (Tab. 17) sehen wir eine deutliche, nicht be- 
sonders intensive a. W. dreier Disaccharide gegen das Methylamin: Raf- 
finose << Saccharose < Maltose. 


Tabelle 19. 
Rotkohl. Trimethylamin ca. 7/10%; pH 11,0. Temp. 20°. 





Einwirkungs- |Trimethyl-| do + Xylose do + Erythrit do + Sorbit 

zeit der amin */19% 
fr (Kontroll- 
Lésungen vers.) 0,04 m | 0,09m | 0,04m 





30 Minuten 9 | 100 100 100 100 100 
1 Stunde | 95 97 100 95 
1,5 Stunden 90 | 92 90 93 90 
80 | 80 93 95 
65 | 67 83 80 

| 

| 

| 

| 

| 


0,09 m 0,04 m 0,09 m 








40 50 50 
27 40 35 
15 13 28 























Mittelwert (%)| 40 | 65 | 67 | 72 | 


| | 

In der Tab. 18 ist hauptsachlich die Gegenwirkung der Monosaccharide 
gegen das Methylamin dargestellt. Wie ersichtlich, ist die a. W. von vier 
Hexosen und einer Pentose, abgesehen von kleineren Differenzen, ungefahr 
dieselbe, und zwar ziemlich intensiv. — Die Saccharose weist dagegen eine 


viel schwiichere a. W. als die Monosaccharide auf (Abb. 5). 
18* 
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Die Versuche mit Trimethylamin verliefen in derselben Weise wie die 
mit Methylamin (Tab. 19). 
Tabelle 20. 
Rotkohl. K,CO, 0,2n; pH 11,5. Temp. 21°. 





| 
Einwirkungs- | K,CO, do + do + | do + | do-+ do + 


matt dee | 0,2 n Xylose | Fruktose | Saccharose| Maltose Laktose 
| (Kontroll- | | | a3 
Lésungen | vers.) 


| 








1 Stunde 
2 Stunden 











Mittelwert (%) | | | | | 


Die Alkohole und Xylose, die bei diesen Versuchen in schwicheren Kon- 
zentrationen angewendet wurden, zeigen eine geringere a. W. gegen dieses 


100 





*Mennose 


8 
%S 
& 
s 
y 
8 
s 
S 
S 
S 
S 
aS) 
S 
PS) 
8 
8 
z 
x 


Alle Zucker 07m 











! 
8 STUN, 
Abb. 5. 


Amin. Die a. W. der Xylose, des Erythrits und Sorbits gegen Trimethylamin 
ist durch diese Versuche grundsiatzlich erwiesen. 

K:CO; ist ein Salz einer starken Base und schwachen Saure. Infolge- 
dessen ist es in der Lésung hydrolytisch gespalten und enthalt OH-Ionen. 
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Die Schnitte sterben in 12 Stunden in Kaliumkarbonat ab. Von allen 
Zuckern wirkten die Saccharose und die Maltose am starksten antago- 
nistisch; die Xylose, Fruktose und Laktose dagegen etwas schwiicher. 


SchluBbemerkungen 


Die in dieser Arbeit kurz dargestellten Versuche haben den Beweis er- 
bracht, da Mono-, Disaccharide und Raffinose sowie die polyvalenten 
Alkohole Erythrit und Sorbit gegen verschiedene, fiirs Pflanzenplasma 
giftige Konzentrationen der Alkalien eine deutliche antagonistische Wirkung 
aufzeigen. Diese antagonistische Wirkung kommt dadurch zustande, daf die 
Zucker und Alkohole die Oberflachenschicht des Pflanzenplasmas verfestigen 
und den Eintritt von Alkalien in das Plasma verhindern bzw. erschweren. 
Alle theoretischen Erwagungen, die sich auf diese Frage beziehen, habe ich 
in meiner I. Mitteilung? diskutiert und verweise deshalb auf diese Arbeit. 


Die a. W. des Zuckers gegen Alkali kann man im Mikroskop gut beobadhten, 
wenn man gleichzeitig zwei kleine viereckige, gleich dicke Schnitte auf demselben 
Objektglas, den einen Schnitt (I.) in einen Tropfen NaOH 0,1 und den anderen 
(II.) in dieselbe Lauge, mit etwas feinem Rohrzucker versetzt, legt. 


Nach 5—10 Minuten ist mit dem blofen Auge zu sehen, daf der I. Schnitt 
einen griinen Streifen an den Randern bekommt, der II. Schnittt seine Farbe aber 
nicht geandert hat. 


Im Mikroskop sehen wir, daf die Zellen zuerst blau und dann griin werden. 
Nach 30—40 Minuten ist der griine Randstreifen breiter geworden, wahrend beim 
Schnitt II die ganze Flache, aufer einigen vereinzelten blauen Zellen, normal rot 
geblieben ist. Werden die beiden Schnitte danach in einem starken Plasmolytikum 
(1—1,5n) plasmolysiert, so plasmolysieren beim II. Schnitt alle Zellen, beim I. alle, 
aufer den griinen Randzellen, die vollstindig zerstért sind. Bei der Deplasmolyse 
(die Rotkohlzellen sind so widerstandsfahig, da& sie auch eine Deplasmolyse er- 
tragen!) sehen wir, da® beim I. Schnitt ein breiter Randstreifen von leeren Zellen 
vorhanden ist (ungefahr die Halfte der Schnittflache), die iibrigen Zellen sind 
intakt geblieben und haben eine lila Farbe. Der Schnitt II hat aber alle Zellen 
rot und intakt. 


Wiinscht man die oben beschriebene Beobachtung schneller durchzufiihren, so 
muf man eine stairkere Lauge nehmen, am besten NaOH 0,2n. In diesem Fall 
geniigt es, wenn man die beiden Schnitte nur 5 Minuten auf dem Objekiglas halt 
und danach in einem starken, ausgeglichenen Plasmolytikum plasmolysiert. 


Man sieht zu Beginn der Beobachiung sehr deutlich, wie die Lauge (ohne 
Zucker oder Alkohol) ziemlich schnell von den Randern des Schnittes konzentrisch 
in die Zellen eindringt und in 5 Minuten etwa die Halfte oder auch alle Zellen 
zerfri®t. — In dem anderen Schnitt auf demselben Objektglas (je nach dem 
Zucker oder Alkohol) dringt die Lauge verhalinismafig wenig in die Zellen ein. 
So z. B. alle Mono- und Disaccharide* halten in dieser Zeit das Eindringen der 
Lauge in die Zellen fast 100%ig zuriick. Erythrit, Sorbit und Mannit unterdriicken 
das Eindringen in geringerem Mafe. 


3 Diese Zeitschrift, 45, 560 (1956). 
4 In substantia zugesetzt. 
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Kurze Zusammenfassung 


1. Es wurde die antagonistische Wirkung der Zucker und mehrwertigen 
Alkohole gegen Alkalien beim Pflanzenplasma untersucht. Versuchspflanze 
war Rotkohl. 

2. Als Alkalien wurden verwendet: Natrium-, Kalium-, Lithium-, Cal- 
cium- und Ammoniumhydroxyd (bzw. Ammoniaklésung); ferner noch 
Methylamin, Trimethylamin und Kaliumkarbonat mit einer OH-Konzen- 
iration pH 10,5—11,5. 

3. Als antagonistisch wirkende Verbindungen kamen zur Verwendung 
die Pentosen: Xylose und Arabinose; die Hexosen: Fruktose, Sorbose, 
Glukose und Mannose; die Disaccharide: Maltose, Saccharose, Laktose; das 
Trisaccharid Raffinose (Melitose); mehrwertige Alkohole: Erythrit und 
Sorbit. 

4. Alle genannten Stoffe setzen die Permeabilitat des Plasmas fiir 
Alkalien herab und verhindern ihr Eindringen in die Zellen. 

5. Die Verminderung der Permeabilitat des Plasmas kommt dadurch 
zustande, daf die antagonistisch wirkenden Stoffe die Plasmaoberflachen- 
schicht verdichien, vermutlich durch die Dehydratation der Plasma- 
oberflachenlipoide. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, durch deren 
freundliche Unterstiitzung die vorliegende Arbeit erméglicht wurde, spreche 
ich an dieser Stelle meinen tiefempfundenen Dank aus. 

Mein herzlicher Dank gebiihrt auch Professor Dr. W. Mevius, Direktor 
des Staatsinstituts fiir allgemeine Botanik in Hamburg, der mir in seinem 
Institut freundlicherweise einen Arbeitsplatz zur Verfiigung stellte. 
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Untersuchungen iiber die Protein- 
und Nukleinsaurefraktionen des Zellkernes! 


Von 


W. D. Weinmann 


Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Mainz 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. K. Lang) 


Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 21. November 1955) 


Der chemischen Natur der Zellkernverbindungen wird grofes Interesse 
entgegengebracht, da sie die Vererbungssubstanzen sowie die Trager des 
umfangreichen Multienzymsystems darstellen miissen. Die histochemischen 
Untersuchungen brachten jedoch nur auf dem Gebiet der Nukleinsaéuren 
wesentliche Fortschritte. und zwar durch die Arbeiten von Brachet [4}, 
der die Ribonukleinsaure (RNS) im Nukleolus nachweisen konnte, und von 
Caspersson |6 und 7], der den Nukleinséuregehalt des Kernes be- 
stimmte und die Proteine nach ihrem Gehalt an aromatischen Aminosauren 
einteilen konnte. Die eigentliche Aufklarung begann erst mit der chemi- 
schen Fraktionierung und anschlieBenden Charakterisierung der Verbin- 
dungen. Allerdings werden auf diesem Wege Fraktionen erhalten, die sich 
nicht direkt mit den altbekannten histologischen Strukturen vergleichen 
lassen. 

Seit den Arbeiten von Miescher [20] ist das Desoxyribonukleinsaure 
(DNS)-Nukleoproteid mit dem Histon als Proteinkomponente bekannt und 
durch die Untersuchungen von Mirsky und Pollister sowie Mirsky 
und Ris [21 und 23] konnte die Existenz eines DNS-Histon-Komplexes 
endgiiltig bewiesen werden. Umstritten ist jedoch noch die Existenz des 
Nichthistons oder Tryptophanproteins. Von Stedman und Stedman [27| 
wurde 1943 auf Grund von Unstimmigkeiten bei der Berechnung des 
Nukleoproteids aus den Nukleinsaéure- und Histonwerten eine zusatzliche 
Fraktion angenommen und als Nichthiston bezeichnet. Sie charakterisierten 
das Protein als séureunléslich. Mirsky und Pollister [21] stellten 
1946 in ihrem Nukleoproteid einen Tryptophangehalt fest, der durch das 
Histon nicht zu erkliren war und nahmen daher gleichfalls eine weitere 


1 Dissertation Universitat Mainz, 1954. 
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Proteinfraktion an, die sie Tryptophanprotein nannten. Spiater kennzeich- 
neten sie die Fraktion als unléslich in Sdéuren und Alkalien. Zbarskij 
und Debow [33] dagegen fanden in einem gereinigten Nukleoproteid 
kein Tryptophan und vermuteten, da die Tryptophanproteinfraktion 
durch Verunreinigungen mit Saurem Protein, dessen Tryptophangehalt sie 
nachweisen konnten, vorgetauscht wiirde. 

Als erste neuere Proteinfraktion wurde von Mayer und Gulik [19] 
das Saure Protein gefunden, das in alkalischen Medien in Lésung geht 
und bei pH 6 ausgefallt werden kann. In der Folge konnte diese Fraktion 
von mehreren Untersuchern, so von Belozersky (zit. bei Zbarskij 
und De bow) 1948/49, von Stedman und Stedman [26] 1950 und von 
Wang, Kirkham, Dallan, Mayer und Thomas [32] 1950, wieder- 
gefunden werden. Der verbleibende unlésliche Riickstand nach Heraus- 
lésung des Sauren Proteins wird ganz allgemein als Restprotein bezeichnet. 

Die elektrophoretische Untersuchung beschrankte sich auf das Nukleo- 
proteid (Gaydusek [11] und Frick [10] und lieferte widersprechende 
Ergebnisse beziiglich der Zahl der Komponenten dieser Fraktion (zwei 
oder drei), je nachdem auf welchem Wege das Nukleoproteid gewonnen 
worden war (mit 1m NaCl oder mit dest. Wasser). Allgemein wurde an- 
genommen, dafi mehr oder weniger alle diese Fraktionen aus Unterfrak- 
tionen bestehen, und von Stedman und Stedman konnte durch 
fraktionierte Fallung des Histons mit Alkohol eine Auftrennung in zwei 
bis drei Hauptfraktionen und einige Nebenfraktionen erreicht werden. 

Wenn man von der Arbeit von Zbarskij und Debow absieht, 
liegen keine Untersuchungen mit dem Ziel einer vollstandigen Fraktionie- 
rung der Zellkernproteide vor, in ihrem Mittelpunkt standen stets die 
Gewinnung, Reinigung und chemische Charakterisierung einzelner Frak- 
tionen. Aus diesem Grunde fehlen auch vollstandige Angaben iiber das 
Verhaltnis der Fraktionen zueinander und zum Zellkern. Die umfang- 
reichste Aussage in dieser Richtung machten Stedman und Stedman 
|28]. Diese Autoren geben fiir Leberzellkerne an: 27—30% Nukleinsaure, 
17—26% Histonsulfat und ca. 30% Nichthiston (Chromosomin). Die Nuklein- 
siure wurde jedoch iiber den P-Gehalt des Gesamtkernes berechnet, iiber 
das Bindungsverhalinis des Histons mit Schwefelsaéure ist nichts bekannt 
und das Nichthiston ist nur durch Differenzrechnung bestimmt worden. 

Es ist das Ziel dieser Arbeit gewesen, eine vollstandige elektrophoretisch- 
analytische und chemisch-priparative Auftrennung der Kernproteide zu 
erreichen, die quantitative Zusammensetzung des Kernes aus diesen Frak- 
tionen zu bestimmen und nach Modglichkeit diese chemischen Fraktionen 
mit den bekannien histologischen Strukturen in Beziehung zu setzen. 


Ausgangsmaterial und Methoden 


Die Zellkerne wurden aus frisch entnommenen Schweinenieren darge- 
stellt. Der Transport des Gewebes, das Entbluten mit 10% iger Zuckerlésung 
sowie die iibrigen Arbeiisgange der Kerndarstellung erfolgten unter Kiih- 
lung mit einer Kaltemischung. Die Kerndarstellung wurde nach der Me- 
thode von Lang und Siebert [16] vorgenommen. 
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Um den Rohrzucker von der Kerndarstellung her sowie letzte Verun- 
reinigungen zu entfernen, wurden die Kerne zweimal mit 0,14m NaCl 
(ca. 3% des Gewebegewichtes) gewaschen. Die stets durchgefiihrte mikro- 
skopische Kontrolle der Reinheit erfolgte durch Lufttrocknung eines Aus- 
striches und Anfarbung mit Eosin-Methylenblau nach May-Griinwald. 
Fiir die Untersuchungen wurde nur Kernmaterial verwandt, das frei von 
Verunreinigungen war und ausschlieflich intakte Kerne mit deutlich er- 
kennbaren Nukleoli darstellte. Die Kerne wurden nicht getrocknet und 
nicht von den Lipoiden befreit. Die fiir die quantitativen Untersuchungen 
erforderlichen gréReren Mengen muften iiber Nacht im Eisschrank ge- 
lagert werden, die dadurch bedingten Veranderungen wurden durch sofort 
weiterverarbeitete Parallelen erfaft und bei den speziellen Einzelunter- 
suchungen beriicksichtigt. 

Die elektrophoretischen Untersuchungen wurden mit dem Mikroelektro- 
phoresegerat nach Antweiler |2] durchgefiihrt, die Dialyse erfolgte in 
SpezialgefaRen, in denen sie nach ca. 60 Minuten beendet war, wodurch 
Proteinveranderungen und -verluste, wie sie AhIlstrém [i] und Frick 
|10] beobachteten, vermieden wurden. Die Messung von Wanderungs- 
geschwindigkeiten war mit dem Gerat nicht ohne weiteres méglich, da es 
weder mit einem Thermostaten noch mit einer geeigneten Kiihlvorrichtung 
ausgeriistet ist. 

Die Extraktion der Protein- und Nukleinsadurefraktionen erfolgte in 
einem Glashomogenisator vom Typ Potter-Elvehjem, in dem die Ausgangs- 
substanz mit dem jeweiligen Lésungsmittel innig durchmischt wurde. Zur 
vollstandigen Extraktion waren oft 10—15 Einzelextraktionen erforderlich. 
Die Abtrennung der Lésung von der suspendierten Substanz erfolgte 
durch Zentrifugation bei 3600 U/min und Abheben des Uberstandes mit 
Mikropipetten. 

Zur Bestimmung des isoelektrischen Punkies wurde die Proteinlésung 
in zehn Rohrchen mit 0,1» HCl (bzw. NaOH) versetzt, und zwar derart, 
daB jedes Rohrchen sich vom vorhergehenden um 0,03 cm? HCl (NaOH) 
unterschied und das saurereichste (alkalireichste) die maximale Flockung 
bereits iiberschritten hatte. Die Glaser wurden dann gut durchgeschiittelt 
und die pH-Werte mit der Glaselektrode (bzw. Chinhydronelektrode) be- 
stimmt. Nach Zentrifugation iiber 10 Minuten bei 3600 U/min wurde die 
Vollstandigkeit der Fallung beurteilt. 

Der Stickstoff wurde nach der Methode von Kjeldahl mit der Mikro- 
apparatur von Parnas und Wagner vorgenommen, der Phosphor nach der 
Methode von Lohmann und Jendrassik [17], das Eisen nach der 
Methode von Borei |3] und der Zucker nach der Methode von Schoor!l- 
Luff [25] bestimmt. 


Chemische und elektrophoretische Untersuchung der Zellkerne 


1. Allgemeine Kernuntersuchungen 


Um einen Uberblick iiber die zu erwartenden Fraktionen sowie die 
relative Lage ihrer Gradienten zueinander im Diagramm zu bekommen, 
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wurde mit einer elektrophoretischen Gesamtuntersuchung aller léslichen 
Kernproteide begonnen. In Vorversuchen wurde gefunden, daf die ge- 
eignetsten elektrophoretischen Bedingungen in einem Borat-NaOH-Puffer 
vom pH 11,3 bei einer Ionenstairke entsprechend einer 0,073 m Konzen- 
tration, einer Spannung von 70 Volt und einer Stromstirke von 2,1 mA 
vorliegen. Der Stickstoffgehalt des Pufferextraktes lag bei 78—85% des 
Gesamt-N der Kerne, der Phosphorgehalt war nahe 100% des Gesamt-P. 
Diese Versuchsbedingungen erwiesen sich fiir fast alle Fraktionen — auch 





7 2 3 4 


Abb. 1. Kernextrakt mit Borat-NaOH-Puffer pH 11,3 0,075 m, 80 Minuten dialy- 

siert gegen Puffer 0,150m, Wanderungszeit 20 Minuten, Temperatur 16,1°C, 

Spannung 70 Volt, Stromstirke 2,1 mA, 1305 Gamma N und 238 Gamma P im 
Kubikzentimeter. 


bei der Einzeluniersuchung — geeignet und erlaubien, die Gradienten 
durch direkten Vergleich der Diagramme zu identifizieren. In Abb. 1 ist ein 
Elekiropherogramm einer Gesamtuntersuchung der léslichen Kernproteide 


Tabelle 1. 





Frischgewicht | Trockengewicht 
inmg | inmg_ |in % Fr.-Gew. 
520 18,8 | 
5380 10,7 
1105 14,2 
565 19,8 








| 
Mittelwert | | 15,9 | 


wiedergegeben. Der Gradient Nr. 4 konnte auf Grund seiner Lage als das 
am starksten basische Protein — und damit als Histon — angesehen werden. 
Aus diesem Grunde wurden auch die vier hinteren Gipfel des Diagramms 
als ein Gradient angesprochen, denn seit den Untersuchungen von Sted- 
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man und Stedman wird das Histon als aus mehreren Unterfraktionen 
bestehend angesehen. Die Schwierigkeiten bei der interferometrischen Mes- 
sung dieser Fraktion sowie das Bild des betreffenden Abschnittes des MeB- 
kanals machten wahrscheinlich, daf das Protein sich nahe der Koagulation 
befindet. 

Die allgemeine chemische Untersuchung des Kernmaterials erstreckte 
sich auf die Bestimmung des Trockengewichtes, des Stickstoff- und Phos- 
phorgehalies sowie des N : P-Verhiltnisses. Siehe Tab. 1. 

Die chemische Auftrennung der Kernproteide wurde durch fraktionierte 
Extraktion und Fallung zu erreichen versucht. Unter vorwiegender Ver- 
wendung der bei den Untersuchungen der Einzelfraktionen gebrauchlich 
gewordenen Verfahren konnte ein Trennungsgang zusammengestellt wer- 
den, der hier als Trennungsgang I bezeichnet wird. 

Die Fraktionierung gelang auf diesem Wege jedoch nur teilweise, so 
daf spater ein neuer Trennungsgang (II) entwickelt werden mufte (siehe 
Schema S. 272). 

Trennungsgangl 


Kerne 


0,14m NaCl 


ce ine | | 
Rohrzucker Riickstand letzte Verunreinigungen 





im NaCl 

cei OEE = 

Riickstand Nukleoproteid 
| | 

0,1n NaOH 0,in H,SO, 


| | 
Riickstand Saures Protein Histon Riickstand 


| | 
in NaOH 55°, 5’ 0,in NaOH 
a oe eee 


Riickstand Restprotein Nichthiston Riickstand 
unlés. DNS, RNS denat. Histon 


2, Das Nukleoproteid im herkémmlichen Sinne 


Nach der Methode von Mirsky und Pollister wurde die Fraktion 
mit 1m NaCl aus dem Kernmaterial herausgelést und durch Verdiinnen 
der Lésung auf eine Salzkonzentration von 0,14m wieder ausgefallt. Die 
Fallung wurde abzentrifugiert und zur Reinigung noch zweimal wieder 
aufgelést und ausgefallt. Wurde die Substanz nicht sofort weiterverarbeitet, 
so wurde sie im Hochvakuum bei 1 mm Hg iiber Silicagel oder Schwefel- 
sdure getrocknet. Zur Charakterisierung der Fraktion wurde der N- und 
P-Gehalt der Trockensubstanz bestimmt: 


12,8—13,0% N 2,28—2,34% P N:P=5,6 


Die elektrophoretische Untersuchung lie& deutlich drei Hauptgradienten 
erkennen, von denen der dritte unverkennbar das Histon war. Siehe Abb. 2. 
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Die quantitative Bestimmung des Nukleoproteidanteiles vom Gesamt- 
kern wurde zunachst gravimetrisch durchgefiihrt. Die feuchten Kerne 
wurden gut durchmischt, in einem Anteil das Trockengewicht bestimmt und 
der Rest zur Nukleoproteidgewinnung verwandt. Da das Trockengewicht 


Tab. 2. Nukleoproteidgehalt der Zellkerne. 





| Gesamtkerngewicht Nukleoproteidgehalt 
| 


in mg in mg | in % 


Bestimmungsweg 





gravimetrisch | 661 435 66,0 
1267 816 64,5 
| 667 435 65,3 
| 832 550 66,2 
485 327 67,5 

| 566 371 65,5 
| 420 | 267 63,6 
486 335 69,0 
332 | 282 65,4 


iiber N- und P-Gehalt 








des Nukleoproteids durch unvollkommene Ausfallung vermindert ist, 
wurde es nicht auf die in Trockenkerne umgerechnete Ausgangsmenge an 
feuchten Kernen bezogen, sondern auf den Mittelwert von diesem Wert 
und der Summe der Trockengewichte aller Kernfraktionen. 





- 

Abb. 2. Nukleoproteid aus 1m NaCl in Borat-NaOH-Puffer pH 11,3 0,075 m. 

80 Minuten dialysiert gegen Puffer 0,150m, Wanderungszeit 20 Minuten, Tem- 
peratur 16°C, Spannung 75 Volt, Stromstarke 1,9 mA. 


Auferdem wurde der prozentuale Anteil des Nukleoproteids am Ge- 
samtkerngewicht auch iiber die '‘N- und P-Werte berechnet. Die Zellkerne 
wurden im Homogenisator mit 1m NaCl behandelt und in aliquoten Teilen 
des Homogenates die N- und P-Gehalte bestimmt. Der Haupiteil des Homo- 
genates wurde zur Nukleoproteidextraktion verwandt. Die gesammelten 
Extrakte wurden gut durchmischt und auch in ihnen die N- und P-Gehalte 
bestimmt. Bei der Umrechnung der Analysenwerte in Milligramm Nukleo- 
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proteid wurde der P-Gehalt gleich 9,89% der Nukleinsiure genommen, der 
der Nukleinsiiure zugehGrige Stickstoff (16,77%) vom Gesamt-N abgezogen 
und der verbleibende N mit 17% des Proteins gleichgesetzt 2. Siehe Tab. 2. 

Eine quantitative Auswertung der elektrophoretischen Untersuchungen 


war nicht méglich gewesen, da das Histon sich nahe der Koagulation be- 
fand und seinen Brechungsindex geindert hatte. 


3. Das Histon 


Auf Grund des basischen Charakters des Proteins kann es durch Ex- 
traktion mit verdiinnter Schwefelséure und Ausfallung mit Alkohol ge- 
wonnen werden. Die Verwendung von Saure als Lésungsmittel fiir ein 
Protein ist natiirlich kein ideales Vorgehen, ferner muf befiirchtet werden, 
daf eine teilweise Abspaltung von P aus der DNS erfolgt. Die Unter- 
suchungen von Butler und Davidson [5] zeigten jedoch, da bei Ge- 
winnung des Histons durch Aussalzen mit Ammonsulfat und anschlieBender 
Dialyse das Histon in gréRerem Umfange als bei dem ersteren Verfahren 
veraindert wird. Die Halfte des Proteins war stets unléslich geworden und 
der lésliche Teil hatte ein noch geringeres Molekulargewicht. Es wurde 
daher auch hier das Histon durch Extraktion mit 0,1 n Schwefelsiure — und 
zwar des bereits isolierten Nukleoproteids — dargestellt. Es erwies sich als 
auRerordentlich empfindlich und denaturierte schnell, so da die Fliissigkeit 
wahrend der Extraktion und Fallung immer kurz vor dem Einfrieren ge- 
halten werden mute. Diese hohe Empfindlichkeit ist nicht gut mit dem 
bisher immer angenommenen niederen Molekulargewicht zu vereinen. Nach 
einer der letzten physikalischen Untersuchung (Steiner [30]) ist dem 
Protein auch ein Molgewicht von 5.800.000 zuzusprechen. Sollte sich dieser 
Befund bestiitigen, so ware das Hauptargument dafiir, daff das Histon 
eine untergeordnete Rolle in Zellkern und Chromosomen spielt, hinfallig 
und die Verlagerung des Schwerpunktes auf das Nichthiston (Stedman 
und Stedman) verfriiht. 


Der isoelektrische Punkt wurde bei Messungen mit der Glaselektrode 
bei pH 8,6 gefunden. Das Histonsulfat hatte einen N-Gehalt von 13,9%. 
Zur Bestimmung des Reinproteingehaltes wurde die Brechung einer 1 %igen 
Lésung mit dem Interferometer bestimmt; uniter Benutzung des iiblichen 
Brechungsindexes ergab sich fiir die Histonsulfatlésung ein Proteingehalt 
von 77% und daraus ein korrigierter N-Gehalt des Histons von 18,2%. 

Die elektrophoretische Untersuchung erforderte eine kathodische Wan- 
derung, da hierbei trotz grofen Ladungsgefialles eine zu alkalische Reaktion 
vermieden wird. Am giinstigsten erwies sich ein Zitrat-HCl-Puffer pH 1,4 
bei 0,17 m Konzentration, Dialyse gegen 0,34m Puffer iiber 80 Minuten, 
eine Spannung von 65—70 Volt und 1,9mA. Das Diagramm lie® zuniachst 
— genau wie bei der Wanderung im Borat-NaOH-Puffer — deutlich vier 
Fraktionen erkennen und die Angaben von Stedman und Stedman [28] 

2 Ein N-Gehalt von 17% erschien als ein geeigneter Mittelwert zwischen dem 
hohen N-Gehalt des Histons und dem eines normalen Proteins. 
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beziiglich der Uniterfraktionen schienen sich zu bestatigen. Eine eingehende 
Untersuchung zeigte jedoch, daf bei Durchfiihrung aller Arbeitsginge bei 
tiefstméglicher Temperatur das Histon einheitlich iiber die Trennstrecke 
wandert und somit die Unterfraktionen als Spaltprodukte anzusehen sind 
(siehe Abb. 3 und 4). In diesem Zusammenhange sei auch erwahnt, da die 





~ + 

Abb. 3. Histon in Zitrat-HCi-Puffer pH 1,4 0,17m, 80 Minuten dialysiert gegen 

Puffer 0,34m, Wanderungszeit 13,5 Minuten, Temperatur 17,3°C, Spannung 
65—70 Volt, Stromstarke 1,9 mA. 








- + 
Abb. 4. Histon in Zitrat-HCl-Puffer pH 1,4 0,17m, 80 Minuten dialysiert gegen 
Puffer 0,34m, Wanderungszeit 15 Minuten, Temperatur 6,0°C, Spannung 60 Volt, 
Stromstarke 3,2 mA. 





von Stedman und Stedman angegebenen unterschiedlichen Gehalte 
der Unterfraktionen an Arginin-N weitgehend mit denen der ersten Spalt- 
produkte des Histons — den sogenannten Histopeptonen — iibereinstimmen. 

Bei der quantitativen Bestimmung des Histons wurde nicht wie bei 
Stedman und Stedman die Menge des ausgefallten Histonsulfats, 
sondern der Gewichisverlust des getrockneten Nukleoproteids nach Ex- 
traktion mit 0,1 n Schwefelsiure bestimmt. Dadurch wurde der Fehler der 
unvollkommenen Ausfallung (Histonextrakte sind stets auferordentlich 
schwach konzentriert) sowie die Umrechnung von Histonsulfat in Histon 
vermieden. Nach den gemachten Erfahrungen war jedoch damit zu rech- 
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nen, da nur ein Teil des Histons herausgelést wiirde. Da sich inzwischen 
gezeigt hatte, daf& der verbleibende Nukleinsiure-Nichthiston-Komplex 


Tab. 3. Gehalt des Nukleoproteids an extrahierbarem und nicht extrahierbarem Histon. 





| Extrahierbares | 
Histon 
in mg | 


Nukleoproteid 
in mg 


| Nicht extra- | 
| hierbares Histon | 
in mg | 


Histon 
in % 
N-Pr. 


Gesamthiston 
| in mg 





435 
800 
420 
350 
500 


130 
178 
116 
107 
153 


113 


52,3 
49,8 
50,4 
51,6 
53,1 


| 
| 
| 
} 
| 
| 
} 


sehr viel stabiler als das Histon und gut in 0,1n NaOH léslich ist, wurde 
der nach der Extraktion mit verdiinnter Schwefelséure und mit NaOH 


verbleibende unlésliche Riickstand 
als denaturiertes Histon (und 
nicht als ungeléstes Nichthiston) an- 
gesehen und in Erganzung des lis- 
lichen Histons bestimmt. Die Unter- 
suchungen innerhalb des Trennungs- 
ganges II bewiesen spater die Rich- 
tigkeit eines derartigen Vorgehens. 


4. Der Nichthiston-Nuklein- 


siure-Komplex 


Das Diagramm der elektropho- 
retischen Untersuchung ist in Abb. 5 
wiedergegeben. Der Gradient Nr. 1 
hatte eine Gesamtbrechung von 0,8 4. 
der Gradient Nr. 2 eine solche von 
5,48 7. Der iiber die N- und P-Ana- 
lysen bekannte Nukleinséure- und 
Proteingehalt der elektrophoretisch 
untersuchten Lésung wurde in 4 Ge- 
samtbrechung umgerechnet ? und er- 
laubte so festzustellen, daB Gra- 
dient Nr. 1 durch die Nukleinsiure 
und Gradient Nr. 2 durch das Pro- 
tein bedingt wird. 

Die quantitative Auswertung 
einer Reihe von Diagrammen lief im 








2 
al 
Abb. 5. Nukleinsaéure-Nichthiston in 
Borat-NaOH-Puffer pH 11,3 0,075 m, 
80 Minuten dialysiert gegen Puffer 
0,150m, Wanderungszeit 7 Minuten, 
Temperatur 10°C, Spannung 75 V, 

Stromstarke 2,1 mA. 


Vergleich mit den Ergebnissen iiber die N- und P-Analysen eine Divergenz 
erkennen, die nur durch eine weitere P-haltige Fraktion zu erkliren war 


3 Der Brechungsindex der Nukleinséiure wurde an einer nach der Methode von 
Hammarsten [13] dargestellten und nach der Methode von Sevag [24] ge- 


reinigten Nukleinsaéiure bestimmt. 





268 W. D. Weinmann 


(vgl. Tab. 4). Eingehende elektrophoretische Untersuchungen in dieser Rich- 
tung fiihrten schlieflich bei langerer Wanderungszeit und stirkerem elektri- 


schem Felde zur Auffindung dieser Fraktion (s. Abb. 6). Vom Proteingradien- 


Tab. 4. Anteil von Nukleinséure und Nichthiston am Nukleinsdure-Nichthiston- 
Komplex. 





: Komplex Nukleinséure | Nichthiston 
Bestimmungsweg 


inmg | in % in mg | in % inmg | n% 





elektrophoretisch 100 | 35,6 | | 64,4 
100 35,0 | 65,0 

100 | | 35,3 | 64,7 

100 | 32,3 | 67,7 

100 38,1 61,9 

N- und P-Analysen 207 | 99 | 48,0 108 52,0 
300 |} 39,8 | 181 | 60,2 

170 | | 76 | 44,9 94 55,1 

208 | | 96 | 46,1 112 | 53,9 
245 | 104 | 425 | 141 57,5 
| | 


ten trennte sich eine zusatzliche kleine Fraktion (die dritte) ab, die nach der 
Ablésung eine erheblich gréBere Wanderungsgeschwindigkeit als das Pro- 
tein zeigte. Wird der neue Gradient als Protein ausgewertet, so ergibt sich 








F J é 
+ eee ae 


Abb. 6. Nukleinsiure-Nichthiston in Borat-NaOH-Puffer pH 11,3 0,075 m, 80 Mi- 
nuten dialysiert gegen Puffer 0,150m, Wanderungszeit 12 Minuten, Temperatur 
16°C, Spannung 80 Volt, Stromstirke 2,6 mA. 


ein Betrag von nur wenigen Prozenten der Hauptfraktion. Da der neue 
Gradient ferner durch eine Substanz bedingt sein muff, die den differieren- 
den P enthalt, wurde angenommen, daf es sich um eine prosthetische 
Gruppe handelt. Nach Uberpriifung der drei Méglichkeiten Phosphorsiure, 
Nukleinsaiure und Lipoid beziiglich P-Gehalt und Brechungsindex ergab 
sich, da nur bei Annahme einer Nukleinsaure eine zahlenmafige Uber- 
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einstimmung mit den Werten iiber die N- und P-Analysen zu erreichen ist. 
Siehe Tab. 5. Der spiiter gelungene Nachweis der RNS in diesem Komplex 
bestitigte diese zuniachst rein rechnerische Deutung. 


Tab. 5. Anteil von DNS, Nichthiston und angenommener RNS am Nukleinsaure- 
Nichthiston-Komplex (Berechnung nach Diagrammen). 





Komplex | RNS | Nichthiston 
in % | in % | in % 
100 | ‘ | 11,8 54,0 
100 14,2 49,5 
100 | 12,6 49,4 
100 | | 7,8 51,2 





Bei allen Versuchen innerhalb dieses Trennungsganges, den Komplex 
chemisch in seine Komponenten aufzuspalten, wurde stets ein Protein er- 
halten, das in keinem der bekannten Medien léslich war. Auch die Nuklein- 
sduren konnten nicht getrennt werden. 


5. Das Saure Protein 


Diese Fraktion wurde mit 0,in NaOH herausgelést, durch Ansiuern 
auf einen pH von ca. 5,3—5,8 ausgefallt und durch zweimaliges Umfiallen 
gereinigt. Der isoelektrische Punkt wurde bei einem pH von 4,6—4,7 ge- 
funden. Die getrocknete Fraktion hatte einen N-Gehalt von 11% und einen 
P-Gehalt von 1,3%. Der Proteingehalt wurde iiber die Biuretreaktion nach 
der Methode von Weichselbaum bestimmt. Dieser Wert ergab zusammen mit 
dem in Phosphorsiure umgerechneten P-Gehalt (s. Abschn. Elektrophorese) 
91.6% der Einwaage. Die fehlenden 8,4% wurden als Restfeuchtigkeit an- 
gesehen und die N- und P-Werte auf das so korrigierte Trockengewicht 
umgerechnet. Es ergab sich: 12,0% N, 1.35% P sowie ein N:P =8,9. 

Das Diagramm der elektrophoretischen Untersuchung zeigte zunachst 
einen einheitlichen Gradienten, bei scharferer Elektrophorese (80 Volt, 
2,6 mA, 15 Min.) erfolgte jedoch auch hier die Ablésung eines — allerdings 
sehr kleinen — Gradienten. Seine Auswertung iiber Gesamtbrechung und 
Brechungsindex von Protein, Phosphorsaiure, Nukleinséure und Lipoid lieB 
vermuten, daff es sich bei der Gesamtfraktion um ein Phosphorproteid han- 
delt. Durch spektralphotometrische Messung stark verdiinnter Lésungen 
der Fraktion konnte ferner gezeigt werden, daf die Absoption im UV 
kein Maximum bei 2600 A besitzt und somit Nukleinsaure als prosthetische 
Gruppe nicht in Frage kommt. Der hohe P-Gehalt des Sauren Proteins 
macht aber den P-Gehalt der Vorfraktion erforderlich, wahrend die geringe 
Gesamtbrechung ein Lipoid unwahrscheinlich macht ‘4. Auch die sonstigen 
Eigenschaften, wie Léslichkeitsverhalten, Stabilitat, IEP, leichte Abspalt- 
barkeit des P durch 1%ige NaOH sprechen fiir ein Phosphoproteid. 

Der prozentuale Anteil des Sauren Proteins am Gesamtkerngewicht 
wurde wieder gravimetrisch und iiber die N- und P-Werte bestimmt. 

Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 19 
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Tab. 6. Anteil des Sauren Proteins am Gesamtkerngewicht. 





Saures Protein 


Besti | Gesamtkerngewicht 
eats | in mg | in % Ges.-Gew. 


| 
| 
| 


in mg 





gravimetrisch | 796 369 | 29,0 


672 163 | 23,2 
464 118 25,8 
572 157 | 27,4 
N- und P-Analyse 566 149 | 26,3 
420 | 121 28,8 
486 135 | 27,8 
332 129 29,8 


6. Das Restprotein 


Das Restprotein ergibt sich, nachdem alle anderen Fraktionen des Zell- 
kernes entfernt worden sind als unléslicher Riickstand. In getrocknetem 
Zustand besitzt es eine grauweiffe Farbe und stellt eine aus lamellenartig 


Tab. 7. N- und P-Gehalt des Restproteins. 





Restprotein | N 


in mg in mg in % 





60,0 5,0 8,3 

16,6 | 1,3 | 7,8 

10,3 | 0,8 8,4 | 

15,2 | | | 0,06 0,37 
12,0 | 0,01 | 0,07 


diinnen Schichten zusammengepackte Substanz grofer Festigkeit und 
hoher Elastizitat dar (wodurch es u. a. schwierig ist, homogene Analysen- 
proben zu erhalten). Uber den N- und P-Gehalt informiert die Tab. 7. 

Die Phosphoranalysen erfuhren starke Stérungen durch gelblichweife 
Ausfallungen, die beim Neutralisieren in der Veraschungslésung auftraten. 
Die Ausfallungen ergaben, nach Auflésung in HCl, mit Rhodanid die 
Eisenreaktion. Versuche, das Eisen vor der Veraschung mit Sauren heraus- 
zulésen, schlugen fehl, so da angenommen wurde, daf es nicht in ioni- 
sierter Form, sondern fest an das Protein gebunden vorliegt. Die Be- 
stimmung des Eisengehaltes zeigte variable Werte zwischen 1,2 und 3,7% 
des Restproteins. 

Ausgehend von dem Gedanken, daf der Kernmembran — sofern sie 
als selbstindige chemische Fraktion vorhanden ist und bei der Fraktionie- 
rung erfaRt wird — nur die im Umfange kleinste Fraktion zugeordnet 
werden kann, wurde die Arbeitshypothese aufgestellt, da das Restprotein 
das Material der Kernmembran sei. Der geringe P-Gehalt stimmie mit 


4 Es lie® sich zwar mit hei&em Alkohol eine im UV-Licht fluoreszierende 
Lésung erhalten, wurde diese jedoch zur Trockne eingedampft, so konnte aus dem 
Riickstand kein chloroformlislicher Phosphor gewonnen werden, der fiir ein 
Lipoid gesprochen hatte. 
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dieser Uberlegung iiberein, da nach den allgemeinen Anschauungen die 
uatiirlichen semipermeablen Membranen phosphatidhaltig sind. Es wurde 
daher versucht, die Lésung der Fraktion durch Spaltung des hypothetischen 
Lipoproteids zu erreichen. In Annaherung an eine iibliche Methode zur 
Aufhebung von Lipoproteidbindungen (Erhitzen auf 55 Grad bei pH 3,0 
oder 12,0) wurde die Fraktion mit Alkalien in der Warme behandelt. Es 
erwies sich als am giinstigsten, mit 1 n NaOH bei 55 Grad iiber 5 Minuten 
zu arbeiten. Wenn die getrocknete Substanz gelést werden sollte, war es 
zweckmafig, mit Wasser und anschlieRend mit 0,1 NaOH vorzuquellen. 
Hierdurch wurde vermieden, daft einzelne kleine Partikel von gequollenem 
Protein eingeschlossen werden und so nicht mit dem Lésungsmittel in Be- 
riihrung kommen. Es konnten so 94—98% des Restproteins gelést und durch 
Ansauern mit 2n HCl gewonnen werden. Der verbleibende unldésliche Riick- 
stand (ca. 0,1—0,7% der Kerne) ist von schmutziggrauer bis schwarzer 
Farbe, er besitzt keine mefbaren Betrage an N und P. Beim Abzentrifugie- 
ren des gefallten Proteins trat haufig eine Aufspaltung in ein Sediment 
(ca. 64%) und einen an der Oberflache schwimmenden Teil (ca. 36%) ein. 

Die so gewonnene Fraktion war nun auch in 0,1n NaOH loslich und 
konnte daher unter den iiblichen Bedingungen elektrophoretisch untersucht 
werden. Das Diagramm zeigte vor dem eigentlichen Gradienten einen 
kleinen Vorgradienten, der in der iiblichen Weise (s. S. 269) zu deuten 
gesucht wurde. Zusammen mit den bei der Auflésung des Proteids ge- 
machten Beobachtungen und Betrachtungen wurde die Vorfraktion als ein 
Phosphatid angesehen, obgleich ein endgiiltiger Beweis nicht erbracht wer- 
den konnie. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber den prozentualen Anteil des 
Restproteins am Gesamtkern sind in Tab. 8 zusammengefaft. 


Tab. 8. Anteil des Restproteins am Gesamtkerngewicht. 





Gesamtkern- | Restprotein 


Bestimmungswe j | 
Bsweg gew. in mg | in mg | in % 





gravimetrisch | 796 | 100 8,0 
672 77 11,0 

464 | 32 | 7,0 

N- und P-Analyse 566 46,2 8,1 
| 420 31,2 7,4 

486 15,7 3,2 

332 21,6 5,0 





Zusammenfassung der Ergebnisse des Trennungsganges I iiber die prozentualen 
Anteile der einzelnen Fraktionen am Gesamtkern. 
Nukleoproteid 65,9% 
Histon 33,7% 
12,9% 
3,8% 
Nichthiston 16,5% 
Saures Protein... 
Restprotein 
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Trennungsgang Il 


Da die Abtrennung des Nichthistons von dem DNS-Histon und der 
wahrscheinlich gewordenen RNS im Gang I nicht gelungen war, mufte 
dieser zweite Trennungsgang entwickelt werden. Die im Gang I erworbenen 
Kenntnisse iiber die prozentualen Anteile der einzelnen Fraktionen am 
Gesamtkern erleichterten die Suche sehr und es wurde gefunden, daf bei 
Extraktion mit destilliertem Wasser das DNS-Histon zusammen mit dem 
Sauren Protein entfernt wird, das Nichthiston und die RNS jedoch dies- 
mal zuriickbleiben. Diese beiden letzten Fraktionen konnten anschlieRend 
mit 1m NaCl gelést werden. Gaydusek |11] hatte bereits destilliertes 
Wasser zur Gewinnung des ,,Nukleoproteids* benutzt, ohne jedoch beson- 
dere Vorteile bei diesem Verfahren zu finden. Bei seinen elektrophoreti- 
schen Untersuchungen bekam er zwar andere Ergebnisse als bei dem 
Nukleoproteid aus 1m NaCl, doch deutete er dies durch ein veriandertes 
physiko-chemisches Verhalten bedingt und hielt beide Substanzen fiir 
identisch. In Wahrheit ist jedoch das ,.Nukleoproteid* aus 1m NaCl ein 
aus DNS-Histon und RNS-Nichthiston zusammengesetztes Nukleoproteid. 


Schema des Ganges II 


Kerne 


0,14m NaCl 


Rohrzucker Riickstand letzte Verunreinigungen 


destilliertes Wasser 





| | 
Riickstand DNS-Histon + 
| Saures Protein 
im NaCl 
| : | 
Riickstand Nichthiston 
| RNS 
0,1n NaOH 


| 
0,14m NaCl 


ai mete Saures Fallung 
Riickstand Nichthiston Puctein DNS-Histon 


| , 
in NaOH ae 
ona t. 0,1n H,SO, 


face, cae | 
Riickstand Restprotein Histon Riickstand 
unléslich, denat. Histon 
kein N u. P + DNS 


DNS-Histon-Komplex 


Die vollstaindige Extraktion des Komplexes mit destilliertem Wasser 
erforderte auf Grund des geringen Lésungsvermégens eine sehr grofe 
Fliissigkeitsmenge, die Ausfallung erfolgte jedoch nach Einstellen der Lé- 
sung auf eine NaCl-Konzentration von 0,14m ohne Miihe. 
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Die elektrophoretische Untersuchung bereitete einige Schwierigkeiten, 
da schon geringste Salzkonzentrationen zur Ausfallung fiihrten. Es gelang 
jedoch bei Verwendung eines Borat-NaOH-Puffers vom pH 11,3 und einer 
Konzentration von 0,019m zu arbeiten. Das Diagramm zeigte zwei Gra- 
dienten, von denen der zweite wegen seiner Lage am Ende der Trenn- 
strecke und seiner typischen stumpfen Kegelform als Histon angesehen 
werden konnte. Der erste Gradient entsprach in seiner Lage der DNS, die 
auch durch die Feulgenreaktion nachgewiesen werden konnte. 

Der isoelektrischhe Punkt wurde bei pH 4,57 gefunden, die N- und 
P-Analysen ergaben bei iiblicher Auswertung einen N-Gehalt von 17,8% 
und einen P-Gehalt von 3,0%, N : P-Verhaltnis 5,77. 

Die quantitative Bestimmung des Komplexes in bezug auf die Gesamt- 
kerne erfolgte (mit einer Ausnahme) iiber die N- und P-Werte. Siehe 
Tab. 12. 


Tab. 12. Anteil des Histons und der DNS am DNPr. sowie Anteil des DNPr. 
am Gesamtkern. 





Gesamtkerne | | Histon DNPr. DNPr. 


in mg in mg in mg | in % 
| | 





851 | 304 | 408 48,0 
705 | 248 319 45,3 
825 | | 281 


| 
gravimetrisch 


380 46,0 


377 | | 198 | 52,6 


Ribonukleinsaure-Nichthiston-Komplex 


Die Extraktion erfolgte mit 1m NaCl, die Fallung durch Verdiinnen 
der Lésung auf 0,14 molar an NaCl. Anfangs traten dadurch Unklarheiten 
auf, daf das Proteid nach Lagerung der Kerne im Eisschrank bereits in 
Nukleinsaéure und Protein gespalten vorlag. In diesem Falle wird namlich 
neben dem noch ungespaltenen Proteid auch die abgespaliene Nukleinsiaure 
in 1m NaCl gelést, die dann nach Fallung bei 0,14m NaCl in Lésung 
bleibt. Die abgespaltene Proteinkomponente kann dann anschlieRend mit 
0,05 n NaOH aus dem Kernmaterial gelést werden. 

Es gelang so also erstmalig, das Nichthiston in léslicher Form zu ge- 
winnen. Das Saure Protein stért bei diesen Arbeitsgingen nicht, da es 
bereits mit dem DNS-Histon entfernt worden war. Wurden die Kerne so- 
fort nach ihrer Darstellung aufgearbeitet, so lie® sich das gesamte RNS- 
Proteid ungespalten mit 1m NaCl extrahieren. 

Die RNS konnte nach der Methode von Euler und Hahn [12] — bei 
der eventuell vorhandene DNS nicht stérend wirkt — nachgewiesen werden. 

Das Diagramm der elektrophoretischen Untersuchung ist demjenigen 
des Nichthiston-Nukleinséure-Komplexes vom Trennungsgang I unver- 
kennbar ahnlich, nur da der Gradient der DNS fast verschwunden ist. 
Es konnte leider nicht geklart werden, ob es sich bei der geringen DNS- 
Menge um eine Verunreinigung handelt oder nicht. 
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Der isoelektrische Punkt des Nukleoproteids wurde bei pH 4,3—4,5 ge- 
funden, der des Nichthistons bei 5,7—5,8. 
Die N- und P-Analysen ergaben 16,2% N, 2,16% P und ein N : P-Ver- 


haltnis von 7,5. 


Tab. 13. Anteil des Nichthistons und der RNS am RNPr. sowie Anteil des RNPr. 
am Gesamtkern. 





Gesamtkern | RNS Nichthiston 
in mg | in mg in mg 








34 146 
33 141 
37 





gravimetrisch 
| | 96 | 
Der Anteil des Nichthistons und der RNS am Nukleoproteid sowie der 
Anteil des Nukleoproteids am Gesamtkern wurde (mit einer Ausnahme) 
iiber die N- und P-Werte bestimmt. 


Das Saure Protein 


Das Saure Protein wird bei diesem Trennungsgang — wie schon er- 
wahnt — mit dem DNS-Histon zusammen mit destilliertem Wasser extra- 
hiert. Nach Fallung des Desoxyribonukleoproteids bei 0,14m NaCl bleibt 
es in Lésung und kann anschlieRend durch Ansiduern ausgefallt werden. 
Da die Fraktion normalerweise in destilliertem Wasser nicht léslich ist, 
mu angenommen werden, da zwischen dem Nukleoproteid und dem 
Sauren Protein eine Bindung vorliegt, die beim Trennungsgang I durch 
die 1m NaCl aufgehoben wird. 

Die elektrophoretische Untersuchung und die Bestimmung des isoelek- 
trischen Punktes brachten keine Abweichungen von den im ersten Trennungs- 
gang gefundenen Ergebnissen. Auch der im getrocknetem Zustand vor- 
handene charakteristische Geruch und die gelbliche Farbung traten wieder 
auf. 

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung in bezug auf die Ge- 
samtkerne sind in Tab. 14 wiedergegeben. 


Tab. 14. Anteil des Sauren Proteins am Gesamtkern. 





Gesamtkern | Saures Protein 
in mg in mg 


Saures Protein 
in % 
240 | 28,8 
200 | 28,4 
222 | 26,9 
gravimetrisch 
377 | 74 | 19,6 


| 


| 
| 
| 
| 
| 
| 





Die quantitative Auswertung der Elektropherogramme von Lésungen, 


die neben Saurem Protein noch RNS, DNS und Nichthiston enthielten, wird 
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in Tab. 15 verglichen mit einer entsprechenden Zusammenstellung der 
Werte, die iiber die N- und P-Analysen erhalten wurden. 


Tab. 15. Prozentuale Anteile von Saurem Protein, DNS und RNPr. an der 
natiirlichen Mischung im Kern. 





Saures Pro- DNS 


Bestimmungsart 
_ tein in % in % 





45,8 19,8 


41,6 20,8 
44,2 21,2 


| 

| 
chemisch | 45,0 15,8 
elektrophoretisch | 


Das Restprotein 


Die Fraktion glich in Darstellung und Eigenschaften vollkommen der 
des ersten Trennungsganges. Nur der Anteil der Fraktion am Gesamtkern 
war etwas geringer und schwankte zwischen 1,7 und 3,6%. 

Im folgenden sei eine Zusammenfassung der Ergebnisse des Trennungs- 
ganges I und II iiber die prozentualen Anteile der einzelnen Fraktionen 
am Gesamtkern gegeben. 


Trennungsgang II I 


DNS-Nukleoproteid ae 2 


33,7% 
12,9% 

RNS-Nukleoproteid 22,7% 
Nichthiston 16,5% 
3,8% 
Saures Protein 28,0% 27,2% 
Restprotein 2,6% 7,1% 


99,7% 100,2% 





Histochemische Beurteilung der Zellkerne wahrend der einzelnen 
Phasen der chemischen Trennungsginge 


In dem Bestreben, die Ergebnisse der chemischen Untersuchung der 
Kernproteide mit den histochemischen Ergebnissen vergleichen zu kénnen, 
wurden die Zellkerne nach jeder einzelnen Extraktion beider chemischen 
Trennungsgiange mit der Eosin-Methylenblau-Lésung nach May-Griinwald 
angefarbt und mikroskopisch beurteilt. Es war erforderlich, mit relativ 
geringen Kernmengen gegeniiber der Lésungsmittelmenge zu arbeiten, da- 
mit trotz kurzer Extraktionsdauer eine vollstandige Herauslésung der 
Fraktionen erfolgt. Die mechanische Beanspruchung der Kerne wurde 
ferner durch sehr langsame und vorsichtige Bewegungen des Homogenisator- 
kolbens so gering wie méglich gehaliten. 

Trennungsgang I: Vor der Fraktionierung sind die Kerne 
kraftig blau gefarbt und lassen den tiefblauen Nukleolus deutlich erkennen. 
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Nach der Extraktion mit 1m NaCl sind die Kerne rein rot gefirbt, der 
Nukleolus ist nicht mehr zu erkennen. Nach Entfernung des Sauren Pro- 
teins ist die rote Farbe verschwunden (auch isoliertes Saures Protein farbt 
sich mit dem Reagens rein rot). Die Kerne sind stark gequollen und bilden 
durchsichtige zarte Blaschen, in denen zahlreiche kleine blauliche Partikel 
eingebettet sind und in ihrer Gesamtheit dem Kernbliaschen einen schwa- 
chen blaulichen Schimmer verleihen. Diese Partikel liegen anscheinend im, 
Innern der Blaschenwand und beulen deren Oberflache aus, wodurdch sie ein 
leicht warziges Aussehen erhalt. Chemisch liegt zu diesem Zeitpunkt nur 
noch das Restprotein vor, das sich somit auch nach dem histochemischen 
Bilde als aus zwei Komponenten bestehend erweist. 

Trennungsgang II: Die Extraktion mit destilliertem Wasser 
fiihrt sofort zu dem Bild des Restproteins, d. h. den leicht blaulichen Kern- 
blaschen des ersten Trennungsganges. Daneben treten — iiber das Pri- 
parat verteilt — viele kleine, tiefblau gefarbte Teilchen irregularer Form 
auf. Ferner — allerdings ganz selten — grofe runde bis ovale Kérper von 
glatter Oberfliche, die gleichfalls tiefblau gefarbt sind (entsprechend der 
Farbe der Nukleoli). In der GréRe liegen diese runden K6érper weit unter 
denen der Zellkerne, sie sind aber auch erheblich gréfer als die normalen 
unbehandelten Nukleoli. Die durch die Alkalien zu erwartende Quellung 
der Nukleoli konnte leider nicht abgeschatzt werden, so daf eine Gleich- 
setzung der gefundenen Kérper mit Nukleoli Vermutung bleiben muf. Die 
vielen kleinen tiefblauen Teilchen diirften sehr wahrscheinlich als Triimmer 
der besagten Kérper angesehen werden. Nach Extraktion mit 0,1n NaOH 
(Entfernung von Nichthiston bzw. Nichthiston-RNS) liegen mikroskopisch 
nur noch die Kernblaschen vor. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Untersuchungen zeigten, daf entgegen manchem Erwarten die 
Proteinfraktionen — selbst das Histon — einheitlich sind, d. h. nicht aus 
Unterfraktionen bestehen. Ferner kann die — in der kiirzlich erschienenen 
Arbeit von Mauritzen, Roy und Stedman [18] wiederaufgestellte 
— Behauptung, da die im Kern vorliegende RNS-Menge so gering sei, 
dai sie als Verunreinigung bezeichnet werden muf, erneut widerlegt wer- 
den. Die hier gefundenen Werte fiir das DNS/RNS-Verhiltnis von 29,5— 
38.6% sind zwar etwas hoch, aber doch vergleichbar mit denen von T ho m- 
son, Heagy und Davidson [31], die bei histochemischen Unter- 
suchungen einzelner Zellen 12,5—33% des DNS-Gehaltes an RNS fanden. 
Die Werte fiir den DNS-Gehalt des Zellkernes stimmen recht gut mit 
denen von Caspersson iiberein, der iiber UV-Absorptionsmessungen 
10—20% fand, im Durchschnitt jedoch nur Werte nahe 10%. 

Der hier gefundene Weg der Trennung der beiden Nukleinsduren in 
einem Stadium, da sie sich noch innerhalb ihrer natiirlichen Proteidkom- 
plexe befinden, kénnte vielleicht fiir die zahlreichen Untersuchungen mit 
diesen wichtigen Kernbestandteilen methodische Verbesserungen bringen. 

Fiir die quantitativen Ergebnisse der Proteinfraktionen sind leider fast 
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keine Vergleichsméglichkeiten in der Literatur gegeben. Die vollstandigste 
Angabe von Stedman und Stedman fiir den Nukleoproteidgehalt 
der Zellkerne (er ist nur ableitbar) mit 74,3% kommt den hier gefundenen 
Werten von 65,9—69,1% sehr nahe, wenn man bedenkt, da von verschie- 
denem Untersuchungsmaterial keine iibereinstimmenden Werte zu erwarten 
sind. Im allgemeinen lassen die Ergebnisse der quantitativen Unter- 
suchungen erkennen, daf schon bei Verarbeitung von ca. 500—600 g Gewebe 
sich fiir die einzelnen Kernfraktionen erstaunlich konstante Werte ergeben, 
die natiirlich im Hinblick auf die periodische Zu- und Abnahme der Pro- 
teine und Nukleinsaéuren im Kernstoffwechsel als statistische zu betrachten 
sind. An Hand solcher quantitativen Ergebnisse von einem gesunden Ge- 
webe miifte es in Zukunft méglich sein, Abweichungen von diesen rela- 
tiven Verhaltnissen mit pathologischen Vorgangen der Zellphysiologie in 
Zusammenhang zu bringen, ahnlich wie dies bei der elektrophoretischen 
Serumuntersuchung heute schon in grofem Umfange geschieht. Es er- 
scheint denkbar, daf fiir viele Falle eine elektrophoretische Gesamtunier- 
suchung der Zellkerne in Art der Abb. 1 geniigen wiirde. 

In der — mir erst nach Beendigung dieser Untersuchungen im Friih- 
jahr 1953 zur Einsicht gelangenden — Arbeit von Carver und Tho- 
mas [8] kommen die Autoren zu dem Schluf, daf das Saure Protein ein 
Lipoproteid sei, da sie bei einer Alkoholextraktion wagbare Substanz- 
mengen (8—9%) herauslésen konnten. Die vorliegende Untersuchung 
konnte dieses Ergebnis nicht bestatigen. Abgesehen davon, da mit 8—9% 
Lipoid der P-Gehalt der Fraktion nicht erklart werden kann, fiihren die 
Untersucher als einzigen Beweis den Gewichtsverlust nach Behandlung mit 
heifem Alkohol an, in dem sich aber nicht nur Lipoide lésen (z. B. auch 
Phosphorsaure). In den Angaben beziiglich des isoelektrischen Punktes 
(pH 4,6—4,8) liegt mit den hier gefundenen Werten volle Ubereinstimmung 
vor. 

Die von Kirkham und Thomas [15] gefundene ,neue“ Protein- 
fraktion des Zellkernes ist zweifellos das Saure Protein, das bei pH 5,3 
ausgefallt werden kann, dessen genauer IEP jedoch bei pH 4,6—4,8 liegt. 
Die quantitative Angabe von 26—27% des Gesamtkernes deckt sich gut 
mit den hier gefundenen Werten. 

Die Frage, ob die Kernmembran nur eine Schicht verdichteten Kernsaftes 
oder eine definierte andere chemische Substanz ist, konnte zugunsten der 
letzteren Anschauung entschieden werden, sie macht innerhalb der chemi- 
schen Fraktionen das Restprotein aus. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden Zellkerne aus Nierengeweben nach der Methode von Lang 
und Siebert dargestellt. 

2. Es erfolgte eine vollstandige elektrophoretische und chemische Frak- 
tionierung der Zellkernproteine und -nukleinséuren, gefunden wurden: 
Histon, Nichthiston, Saures Protein, Restprotein, Desoxyribonukleinsaure 


(DNS) und Ribonukleinsadure (RNS). 
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3. Die Proteinfraktionen wurden charakterisiert durch ihren isoelektri- 
schen Punkt, N%, P% und N : P-Verhiltnis. Es wurde bewiesen, daf das 
Nichthiston den Charakter eines Ribonukleoproteids hat. Fiir das Saure 
Protein konnte der Charakter eines Phosphorproteids, fiir das Restprotein 
der Charakter eines Lipoproteids wahrscheinlich gemacht werden. 


4. Die quantitative Zusammensetzung des Zellkernes aus diesen Frak- 
tionen wurde gravimetrisch, iiber N- und P-Analysen und teilweise durch 
Auswertung elektrophoretischer Diagramme bestimmt. 


5. Die Einheitlichkeit des Histons konnte durch Innehaltung besonders 
optimaler Versuchsbedingungen elektrophoretisch bewiesen werden. 


6. Es wurde ein Weg zur Lésung des bisher unzuganglichen Restproteins 
gefunden. 


7. Die Aquivalenz von Restprotein und Kernmembran wird wahr- 


scheinlich gemacht. 
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Untersuchungen tiber Struktur und Entwicklung der Leuko- 
plasten ‘in der Epidermis von Chlorophytum comosum 
(Thunb.) Bak. 


Von 


Hans Kaja 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster 
Mit 5 Textabbildungen und 1 Tafel 


(Eingegangen am 16. Januar 1956) 


Durch Untersuchungen an jiingsten meristematischen Geweben von 
Chlorophytum comosum (Thunb.) Bak. konnte Strugger (1953) seine 
bisher an Agapanthus umbellatus L’Hérit., Crinum Porellii hort., Dracaena 
deremensis Engl. und Chlorophytum comosum (Thunb.) Bak. (Strugger 
1950, 1951, 1954) gewonnenen Ergebnisse iiber die Stuktur der Proplastiden 


in vollem Make bestatigen. In den Blattmeristemen und in den meristemati- 
schen Zellen des Vegetationskegels lassen sich stets Proplastiden nachweisen, 
die aus einem amdboiden, formverinderlichen Stroma und einem mit 
basischen Farbstoffen intensiv farbbaren primaren Granum bestehen. Da 
bei Kenntnis dieser Struktur der Proplastiden eine Verwechselung mit den 
Chondriosomen, die eine solche Differenzierung in zwei verschiedene plas- 
matische Systeme nicht erkennen lassen (Pe rner 1953a, 1953 b), mit Sicher- 
heit ausgeschlossen werden kann, sind die Struggerschen Befunde eine 
véllige Bestatigung der bereits von Schimper (1885) vertretenen Lehre 
von der Kontinuitat der Plastiden. Sie erbrachten dariiber hinaus den Nach- 
weis der Kontinuitat der beiden am Aufbau der Plastiden beteiligten 
Plasmasysteme (Stroma und Grana), die als genetisch wirksame Konsti- 
tuenten (Plastidogene) aufgefaBt werden kénnen (Strugger 1953, 1954). 

Bei der Entwicklung der Proplastiden zu den Chloroplasten der soma- 
tischen Assimilationsgewebe erfolgt eine Vermehrung der bereits am Auf- 
bau der Proplastiden beteiligten Plasmakonstituenten. Mit der Struktur 
und Entwicklung der auf diese Weise entstehenden multigranularen Chloro- 
plasten befaft sich eine grofe Zahl neuerer Arbeiten (Lit. vgl. Strugger 
1953, 1954). Im Gegensatz dazu sind unsere neueren Kenntnisse iiber die 
Entwicklung und die Struktur der Leukoplasten noch recht gering. D ra- 
wert (1954) machte Versuche zur Vitalfarbung der Leukoplasten von 
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Allium-Epidermen mit Coelestinblau. Neben Leukoplasten mit starker 
farbbaren ,K6rnchen* fand er sowohl nach Vitalfairbung als auch im 
Phasenkontrast véllig homogene Leukoplasten, die keinerlei Einschliisse — 
enthielten. Er folgert daraus, daft es sich bei den ,,K6érnchen* um reversible 
Entmischungsprodukte, nicht aber um Primargrana im Sinne von Strug- 
ger (1937, 1950) handelt. An dem gleichen Objekt sowie an den Staub- 
fadenhaaren von Tradescantia virginica konnte dagegen Perner (1954) 
im Hellfeld, Dunkelfeld und im Phasenkontrast eindeutig das konstante 
Vorhandensein eines primairen Granums in den Leukoplasten nachweisen. 
Bartels (1955) fand in Wurzeln von Vicia Faba, Iris germanica und 
Begonia undulata multigranulare Leukoplasten und verfolgte deren Eni- 
wicklung aus den unigranularen Proplastiden der Wurzelspitzenmeristeme. 
Thaler (1955) fand in den Blattepidermen von Helleborus corsicus sowie 
in den Epidermen der Kapselwandungen junger Friichte von Helleborus 
Joetidus, H. niger und H. olympicus auffallig groRe Leukoplasten mit einem 
Einschlu& unbekannter Natur. Bei Behandlung mit KOH treten in den 
Leukoplasten Partikel auf, die Ahnlichkeit mit den Grana von Allium cepa 
und Vicia Faba haben. 

In der nachfolgenden Arbeit sollen die Struktur und die Entwicklung 
der Leukoplasten in den Epidermiszellen von Chlorophytum comosum 
(Thunb.) Bak. einer niheren Analyse unterzogen werden. 

Fiir alle Untersuchungen stand eine optimale optische Ausriistung zur Ver- 
fiigung: 

Ortholux der Firma Leitz mit Niedervoltlampe (6 V; 5 Amp.). 

Leitz Achromat 1/12 Olimmersion, n. A. 1,30 (100 : 1). 

Leitz Fluorit 1/1s Olimmersion, n. A. 1,32 (114: 1). 

Phasenkontrasteinrichtung mit Kondensor nach Heine. 

Leitz P. v. Achromat Olimmersion, n. A. 1,15 (90: 1). 

Hg-Héchstdrucklampe mit Brenner CS 150. 

Polarisationsmikroskop CM der Firma Leitz. 

P 1/12 Olimmersion, n. A. 1,30 (100: 1). 

Aufnahmen mit Leica + Micas. 


Beobachtungen an lebenden Epidermiszellen erwachsener Blatter 


Die unentbehrliche Grundlage fiir alle entwicklungsgeschichilichen 
Untersuchungen bietet eine Betrachtung des lebenden, erwachsenen Mate- 
rials. Zu diesem Zweck wurden Flachenschnitte von der oberen und unteren 
Epidermis von panaschierten und normal ergriinten Pflanzen von Chloro- 
phytum comosum angefertigt. Diese wurden in eine isotonische Rohrzucker- 
lésung eingelegt und zur Entfernung der Interzellularenluft in einem 
kleinen Rezipienten an der Wasserstrahlpumpe mit der Zuckerlésung 
infiltriert (vgl. Strugger 1949). Da die Cuticularstrukturen die Beob- 
achtung nur unwesentlich beeintrachtigen, konnten die Schnitte je nach der 
Lage der Leukoplasten mit der Schnittflache nach oben oder nach unten in 
das Medium eingelegt werden, wobei im einen Falle durch das Mesophyll 
oder dessen Reste, im anderen durch die Cuticula hindurch die Epidermis- 
zellen beobachiet wurden. 
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In Schnitten von der Unterseite erwachsener Blatter sind die Epidermis- 
zellen annahernd rhombisch bis langgestreckt-rechteckig gestaltet. Sie haben 
eine Lange von 250—400 u und eine Breite von ca. 60. In diesen Zellen 
findet man recht leicht den Zellkern mit einem Durchmesser von 15 yu, der 
in einwandfrei lebendem Zustand fein granuliert ist und mehrere Nukleolen 
verschiedener Gréfe enthalt. Die Zelle ist von zahlreichen Plasmastrangen 
durchzogen, die eine kontinuierliche Plasmastrémung erkennen lassen. In 
den Plasmastringen sowie in der den Zellkern enthaltenden Plasmatasche 
und im Plasmawandbelag findet man iiberall in der Zelle Leukoplasten, 
die je nach den Beleuchtungsverhilinissen an der auferen oder inneren 
Periklinalwand besonders zahlreich sind und oft iiber weite Strecken von 
der Plasmastrémung mitgefiihrt werden. Bei genauer Durchmusterung 
lassen sich in jeder Zelle 30—35 Leukoplasten auffinden. Diese sind von an- 
naihernd runder Gestalt und haben einen Durchmesser von 3,5—4 wu. In dem 
stets farblosen Stroma dieser Leukoplasten entdeckt man mit gréRter Regel- 
maRigkeit ein scheibchenférmiges Granum von 0,7—1 « Durchmesser, das 
ebenfalls véllig farblos ist und je nach den Lichtbrechungsverhiltnissen 
mehr oder weniger deutlich in Erscheinung tritt. Die Form der Leukoplasten 
ist im allgemeinen recht bestandig. Selbst wenn sie im Plasmastrom durch 
die Zelle bewegt werden, verandern sie dabei ihre Form nur unwesentlich. 
Bei Verletzung der Zelle kommt es dagegen sehr leicht zu Formanderungen. 
Die Leukoplasten werden dann schwach améboid und die Begrenzung des 
Stromas gegen das Cytoplasma wird undeutlich, wahrend die Grana dabei 
gelegentlich besonders deutlich hervortreten kénnen. Andererseits kann es 
aber auch geschehen, daf durch entsprechende Anderung des Quellungs- 
zustandes das Granum nahezu unsichtbar wird. Daf es nicht vollig ver- 
schwunden ist, lehrt die Untersuchung im Phasenkontrastmikroskop, bei 
der es noch stets nachweisbar ist. Durch weitgehende Annaherung der 
Brechungsindizes von Stroma und Grana sind die letzteren ,,optisch 
maskiert“ (vgl. Bartels, 1955), lassen sich aber bereits durch eine gering- 
fiigige Anderung der Konzentration des Aufenmediums jederzeit sichtbar 
machen. Fig. 1 zeigt einen Ausschnitt aus einer Epidermiszelle eines er- 
wachsenen Blattes, in der die Leukoplasten mit ihrem Granum deutlich zu 
erkennen sind. 


Vakuolenbildung oder Starkeeinschliisse wurden in den Leukoplasten 
niemals beobachtet. Mit Rhodamin B la&t sich eine Anfarbung des Granums 
in lebendem Zustand erzielen, das sich dann gelegentlich — besonders bei 
Verwendung von Farbfiltern — noch deutlicher von dem nur schwach an- 
gefarbten Stroma abhebt. In der Regel reichen jedoch bereits die im unge- 
farbten Zustand vorhandenen Lichtbrechungsunterschiede véllig aus, um die 
Gegenwart des Granums mit Sicherheit zu erkennen. 


Beobachtungen im Phasenkontrastmikroskop fiihren zu einer volligen 
Bestatigung der im Hellfeldmikroskop gewonnenen Ergebnisse. Die Leuko- 
plasten der Epidermiszellen lassen sehr deutlich das durch einen dunklen 
Phasenkonirast ausgezeichnete Granum erkennen, das einem in hellerem, 
grauem Konitrast erscheinenden, véllig homogenen Stroma eingelagert ist. 
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Sehr deutlich lassen sich auch die erheblich kleineren Spharosomen und die 
Chondriosomen in dem lebhaft strémenden Plasma der Zellen beobachten. 

Beobachtungen im Fluoreszenzmikroskop erbringen besonders nach- 
driicklich den Beweis der Pigmentlosigkeit der Leukoplasten. Wahrend 
namlich die Plastiden des Mesophylls eine intensive Rotfluoreszenz zeigen, 
lat sich in den Plastiden der Epidermis — mit Ausnahme der noch zu be- 
sprechenden Schliefizellen — weder in den Grana noch im Stroma eine 
Spur einer auf das Vorhandensein von Chlorophyll hinweisenden Rot- 
fluoreszenz nachweisen. Damit diirfte sichergestellt sein, da® diese Plastiden 
unter normalen Bedingungen kein Chlorophyll enthalten und damit als 
echte Leukoplasten anzusehen sind. Ob allerdings unter besonderen experi- 
mentellen Bedingungen die Leukoplasten zur Chlorophyllbildung veran- 
lat werden kénnen, laRt sich nach den bisherigen Untersuchungen nicht 
entscheiden. Eine experimentelle Klarung dieser Frage ware wiinschenswert 
und kénnte einen wertvollen Beitrag zur Physiologie der Plastidenmeta- 
morphose darstellen. 

Die bereits erwahnte, relativ konstante Form der Leukoplasten in den 
Epidermiszellen gab fernerhin Anlaf zu polarisationsoptischen Unter- 
suchungen, da vermutet werden konnte, da diese Formkonstanz auf eine 
geordnete, méglicherweise lamellire Struktur des Stromas zuriickzufiihren 
sein kénnte. Bei der Betrachtung zwischen gekreuzten Nicols blieb jedoch 
das Stroma in allen Fallen dunkel und zeigte kein auf eine optische Aniso- 
tropie hinweisendes Aufleuchten. Somit diirfte die Formkonstanz der 
Leukoplasten wohl lediglich auf den Kolloidzustand ihres Stromas zuriick- 
zufiihren sein. Die Grana zeigen in der Flachenstellung ebenfalls keine An- 
zeichen fiir eine optische Anisotropie. Im Gegensatz dazu sind die Grana 
in den recht seltenen. Profilstellungen als deutlich leuchtende, zarte Striche 
im dunklen Plastidenstroma zu erkennen. Die nahere Untersuchung ergibt 
einen negativen Charakter der beobachteten Doppelbrechung. Zu ent- 
sprechenden Ergebnissen kam auch B ding (1953) bei polarisationsoptischen 
Untersuchungen an den etiolierten Plastiden von Helodea densa. In Uber- 
cinstimmung mit Menke (1934) und Weber (1936, 1937) kann daraus auf 
eine hochgeordnete, parallel zur Oberflache der Grana verlaufende Lamel- 
larstruktur der Grana geschlossen werden. 


Die hier beschriebenen Verhilinisse gelten, wie vergleichende Unter- 
suchungen zeigten, in gleicher Weise fiir die Epidermen der weiffen und 
griinen Zonen panaschierter Blatter und fiir die Epidermen regelmafig er- 
griinter Blatter. Abgesehen von geringen Gréfenschwankungen lassen sich 
auch zwischen der unteren und der oberen Epidermis in der Regel keinerlei 
Unterschiede feststellen. Lediglich bei Pflanzen, die in sehr hellem Sonnen- 
licht kultiviert wurden, beobachtet man in der Epidermis eine friihzeitige 
Degeneration der Plastiden, so da die Zellen der oberen Epidermis alterer 
Blatter gelegentlich keine Plastiden mehr enthalten. 


Ein erheblicher Unterschied zwischen der ober- und unterseitigen Epider- 
mis ist jedoch durch die lediglich auf der Unterseite vorhandenen Stomata 
gegeben. Diese liegen in regelmaffigen Abstainden zwischen den grofen, 
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langgestreckten Epidermiszellen der Blattunterseite. Die Schliefzellen 
haben eine Liinge von etwa 50 w und sind je 13 u breit, woraus sich fiir den 
ganzen Spaltéffnungsapparat einschlieBlich des Spaltes eine Breite von 
30 uw ergibt. Jede der Schliefzellen enthalt in dichter Lagerung 12—15 Chlo- 
roplasten mit einem Durchmesser von 5—5,5 wu, die sich schon bei schwacher 
VergréRerung deutlich durch ihre Griinfarbung zu erkennen geben. Der 
iiberaus reichliche Starkegehalt der Chloroplasten macht eine Untersuchung 
ihrer Struktur unméglich, jedoch wird im Zuge der entwicklungsgeschicht- 
lichen Betrachtung noch auf diese zuriickzukommen sein. 


Beobachtungen an fixierten Epidermiszellen erwachsener Blatter 


Die Fixation der Leukoplasten gelingt, sofern man einige Vorsichtsmak- 
regeln beachtet, mit verschiedenen Fixationsmitteln durchaus befriedigend. 
Diinne Flachenschnitte lassen sich nach der Raiuchermethode mit Osmium- 
siuredampfen fixieren und bieten dann ein einwandfreies Fixationsbild. 
Die Farbbarkeit ist allerdings nach Fixation mit reiner Osmiumsiure sehr 
beeintrachtigt, worauf bereits Strug ger (1951) hinwies. In der Quellungs- 
methode mit KOH nach Strugger (1951) wurde jedoch eine gute Még- 
lichkeit zur Behebung dieser Schwierigkeit gefunden, die auch im vor- 
liegenden Fall zu guten Resultaten fiihrte. Nach der Fixation wurden die 
Schnitte in Wasser ausgewaschen und sodann 4—6 Minuten in eine 1 %ige 
KOH-Lésung gelegt. Nach anschliefendem Auswaschen mit Wasser 
(% Stunde) wurden die Schnitte in die Farblésung iibertragen. Es lie sich 
auf diese Weise feststellen, da die Grana der Leukoplasten mit basischen 
Farbstoffen intensiv farbbar sind. Besonders erfolgreich waren Fiarbungen 
mit Fuchsin und Viktoriablau (1:100, Farbedauer 3—4 Stunden). Die 
Grana sind in allen Fallen gut erhalten und liegen als deutlich gefirbie 
runde Scheibchen, gelegentlich auch in der Profilansicht zu erkennen, in dem 
bei guier Differenzierung nur schwach angefarbien Stroma. 


Fiir eine eingehende Untersuchung der Plastidenentwicklung ist jedoch 
die Anfertigung von Mikrotomschnitten nicht zu umgehen. Entsprechende 
Voruntersuchungen, die vor allem der Suche nach einem geeigneten Fixa- 
tionsmittel dienen sollten, wurden auch an erwachsenen Blattern durchge- 
fiihrt und sollen hier in Kiirze beschrieben werden. 

Voraussetzung fiir ein gutes Gelingen jeder Fixation ist ein méglichst 
rasches Eindringen des Fixationsmittels in die zu fixierenden Gewebe. Das 
erreicht man am besten mit Hilfe der Vakuuminfiltrationsmethode nach 
Gicklhorn und Keller (1928) (vgl. Strugger 1949), die in allen 
Fallen angewandt wurde. Solange man nur sehr kleine Blatistiicke fixiert, 
lassen sich mit fliissiger Osmiumsaure recht gute Fixationsbilder erzielen. 
Bei etwas gréReren Objekiten, insbesondere aber in den kompakten Ge- 
weben der Vegetationskegel und Sprofknospen, treten jedoch oft Schwierig- 
keiten auf, die durch das geringe Diffusionsvermégen der Osmiumsiure be- 
dingt sind. Auch verschiedene osmiumsidurehaltige Gemische, insbesondere 
die Gemische von Champy und Benda (ohne Essigsaure!) fiihren bei 
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der Fixation alterer Epidermen zu guten Ergebnissen. Dagegen treten nach 
Fixation mit dem Gemisch von Lewitzky sehr leicht Verainderungen 
verschiedener Art ein. Neben einwandfrei fixierten Stellen mit gutem Er- 
haltungszustand der Leukoplastenstruktur findet man naimlich andere Stel- 
len, an denen durch die Einwirkung des Fixationsmittels die Grana aus den 
Leukoplasten herausgelést werden. Die Grana sind dann vielfach gar nicht 
mehr aufzufinden, und an ihrer Stelle sieht man in den Leukoplasten eine 
Vakuole entsprechender Griéfe. In anderen Fallen ist die durch die Auf- 
lésung des Granums entstandene Vakuole von einem intensiv gefarbten Hof 
mit unregelmaBigen Konturen umgeben, wie es Fig. 2 an einem Praparat 
eines etwas jiingeren Materials zeigt. Méglicherweise sind es Reste der 
Granasubstanz, die die entstandenen Vakuolen auskleiden. 


Die Paraffineinbettung erfolgte iiber Alkohol- und Benzolstufen. Die 
Farbung der Schnitte lieR sich mit den bereits oben genannten Farbstoffen 
sehr leicht durchfiihren. Die besten Ergebnisse brachte jedoch die von 
Strugger (1953, 1954) fiir den gleichen Zweck verwendete Farbung mit 
Saurefuchsin nach Altmann (Romeis 1948). Der Vorteil der Alt mann- 
schen Fiarbung beruht insbesondere auf ihrer iiberaus scharfen Differenzier- 
barkeit. Es erwies sich jedoch als zweckmafig, die Farbung etwas schonender 
durchzufiihren, als in dem urspriinglichen Rezept angegeben. Das Prin- 
zip der Farbung besteht darin, da die Schnitte auf dem Objekttrager zu- 
nachst unter Einwirkung von Warme stark iiberfarbt werden und dann in 
einer extrem sauren Lésung von Pikrinséure in verdiinntem Alkohol dif- 
ferenziert werden. Entsprechende Messungen mit der Glaselektrodenkette 
des lonometers der Fa. Pusl ergaben fiir die Pikrinsdéurelésung I einen 
pH-Wert von 1,5 und fiir die Lésung II einen pH-Wert von 1,65. Diese 
extreme Behandlung laft sich, ohne den Erfolg zu gefahrden, dahingehend 
abwandeln, daf man die Farbung unter schonender Warmeanwendung im 
Thermostaten (60°, 30 Minuten) durchfiihrt, wie es Strugger (1953) vor- 
schlug, und sodann in einer stark verdiinnten Pikrinsdurelésung differen- 
ziert. In den Vorversuchen erwies es sich als zweckmifig, die Pikrinsaéure- 
lésung mit Wasser mindestens auf das fiinf- bis zehnfache Volumen mit 
Wasser zu verdiinnen. Dadurch wird zugleich die Differenzierungszeit 
verlingert, und es lassen sich viel feinere Absiufungen der Farbung er- 
zielen. Es empfiehlt sich, das Differenzieren unter standiger mikroskopi- 
scher Kontrolle durchzufiihren, da sich auf diese Weise der Prozentsatz 
brauchbarer Praparate erheblich steigern laft. Bei gut gelungener Farbung 
ist das Leukoplastenstroma schwach rosa gefarbt und enthalt ein intensiv 
dunkelrot gefarbtes Granum. Der Zellkern ist ebenfalls nur schwach gefarbt 
und enthalt dunkelrot gefarbte Nukleoli. Die Spharosomen und Chondrio- 
somen sind bei diesem Grad der Differenzierung in der Regel nicht mehr 
zu erkennen. In Kanadabalsam behalten die Praparate fiir einige Zeit ihre 
Farbung bei, die jedoch nicht ganz lichtecht ist und daher auf die Dauer 
ausbleicht. Durch eine Nachbehandlung der Praparate mit einer 1,5%igen 
SnCl,-Lésung (vgl. Kaja 1954) laBt sich jedoch die Haltbarkeit der Pra- 
parate erheblich verbessern. 

Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 20 
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Beobachtungen an fixierten Geweben der Vegetationskegel und der 
jungen Blatter von Chlorophytum comosum 


Zum besseren Verstandnis der Verhaltnisse in der Epidermis wurde eine 
entwicklungsgeschichtliche Untersuchung durchgefiihrt, deren charakieristi- 
sche Abschnitte im folgenden beschrieben werden sollen. Die Beobachtungen 
muften an fixiertem Material vorgenommen werden, da die jungen Vege- 
tationskegel und jiingsten Blattanlagen einer Vitalanalyse kaum zuging- 
lich sind. Auf Grund der an erwachsenen Blattern gewonnenen Erfahrun- 
gen wurde die Verwendung reiner Osmiumsdaure vermieden. Sie fiihrt in 
den Vegetationskegeln zu intensiven, die Beobachtung sehr stérenden 
Schwarzungen und beeintrachtigt dariiber hinaus die nachfolgende An- 
farbung sehr. Die bei den erwachsenen Blattern festgestellte giinstige 
Wirkung des Champ yschen Gemisches kann fiir die embryonalen Ge- 
webe nicht bestatigt werden. Soweit wirklich einmal gute Fixationsergeb- 
nisse erzielt wurden, waren diese meist lokal sehr begrenzt. Die Diffusions- 
geschwindigkeit der Osmiumsaure bleibt namlich in den kompakten Ge- 
weben hinter derjenigen der iibrigen Komponenten des Fixationsgemisches 
zuriick, und es ergibt sich ein Fixationsbild, das etwa der Wirkung eines 
Chromsaure-Kaliumbichromat-Gemisches entspricht. In dieser Hinsicht hat 
das Gemisch nach Lewitzky eine wesentlich gleichmafigere Wirkung 
und bewahrte sich im Gegensatz zur Fixation der alteren Gewebe bei Vege- 
tationskegeln und jungen Blattanlagen sehr gut (vgl. Strugger 1953). 

Zur Fixation wurden die Vegetationskegel in der Langsrichtung halbiert. 
Dadurch entsteht eine gréRere Diffusionsfliche fiir das Fixationsmedium, 
dessen Eindringen in das Gewebe durch Infiltration mit Hilfe der Wasser- 
strahlpumpe erheblich beschleunigt werden kann. Nach 12- bis 24stiindigem 
Verweilen im Fixationsgemisch wurde das Material ausgewaschen und iiber 
Alkohol- und Benzolstufen in Paraffin eingebettet. Die je nach dem Alter 
der zu untersuchenden Gewebe zwischen 4 « und 10 uv variierenden Schnitte 
wurden, wie oben beschrieben, mit Saurefuchsin nach Altmann gefarbt. 
Neben einer geringeren Zahl eigener Praparate stand mir fiir die Unter- 
suchungen auch die iiberaus reiche Sammlung zur Verfiigung, die als Grund- 
lage fiir die Arbeit von Strugger (1953) gedient hatte 1. 

Abb. 1 zeigt einen Vegetationskegel von Chlorophytum comosum, wie 
er in einer gréReren Zahl von Praparaten vorlag. Es sind daran diejenigen 
Stellen markiert worden, an denen die hauptsachlichen Untersuchungen 
vorgenommen wurden: 

1. Dermatogeninitialen des Vegetationskegels, 

2. Protodermzellen jiingster Blattanlagen, 

3. Epidermiszellen alterer Blattanlagen, Entstehung der Spaltéffnungs- 

Mutterzellen, 
4. Phase der Zellstreckung und Differenzierung, 
5. Ausbildung des Spaltéffnungsapparates. 


1 Fiir die freundliche Uberlassung dieses wertvollen und duferst aufschluf- 
reichen Materials méchte ich auch an dieser Stelle Herrn Professor Dr. 
S. Strugger meinen verbindlichsten Dank sagen. 
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1. Dermatogeninitialen des Vegetationskegels 


Die Untersuchungen im Bereich des Vegetationskegels bereiten erheb- 
liche Schwierigkeiten, weil hier die Fixationsmittel nur sehr schwer ein- 
dringen und deshalb nur gelegentlich véllig einwandfrei fixierte Stellen 
vorgefunden werden. Die Farbung und Differenzierung muf in diesem 
Bereich mit besonderem Feingefiihl durchgefiihrt werden, da sehr leicht 
durch zu starke oder zu schwache Farbungen der Erfolg in Frage gestellt 
werden kann. Aufferdem sind die Zellen nur 
sehr klein und weitgehend vom Zellkern er- 
fiillt, so da& die anderen Organelle nur sel- 
ten frei neben dem Zellkern aufgefunden wer- 
den kénnen. Trotz dieser Schwierigkeiten ge- 
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Abb, 1. Langsschnitt 
durch einen Vege- 

tationskegel von Abb. 2. Darstellung einer Derma- 
Chlorophytum como- togenzelle aus dem Vegetations- 
sum. Es wurden die- kegel von Chlorophytum comosum. 
jenigen Stellen be- Neben dem grofen Zellkern er- 
zeichnet, an denen kennt man im Plasma viele kleine 
die hauptsachlichen Proplastiden, die stets ein Primar- 
Untersuchungen vor- granum enthalten. Unterhalb und 
genommen wurden. links des Kernes je ein Teilungs- 
Erklérung vgl. Text. stadium. 


lang es bereits Strugger (1953), in den Zellen des Vegetationskegels das 
Vorhandensein von Proplastiden einwandfrei nachzuweisen und mikro- 
photographisch zu belegen. In eigenen Versuchen ergab sich eine gute Re- 
produzierbarkeit dieser Befunde. 

In diesem Zusammenhang interessierten besonders die Verhaltnisse in 
den Dermatogenzellen des Vegetationskegels, denen deshalb besondere Be- 
achtung geschenkt wurde. Oft gelingt es erst nach vielen vergeblichen Be- 
miihungen, eine fiir die Untersuchung geeignete Gruppe von Dermatogen- 
zellen unmittelbar am Scheitel des Vegetationskegels zu finden. Die Zellen 
haben eine mittlere GréRe von 12 X 18 uw. Sie werden weitgehend von dem 
Zellkern mit einem Durchmesser von 10—12 eingenommen. Die Pro- 


20* 
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plastiden liegen zum Teil iiber dem Kern oder werden von diesem verdeckt, 
einige liegen jedoch auch in dem umgebenden Cytoplasma. Dort lassen 
sich gelegentlich auch einige, allerdings nur sehr schwach gefirbte Chon- 
driosomen erkennen. Abb. 3 zeigt eine Dermatogenzelle aus einem nach 
den beschriebenen Methoden hergestellten Praparat. Darin sind neben dem 
Zellkern deutlich drei Proplastiden in ihrer charakteristischen Gestalt zu 
erkennen (vgl. auch Abb. 2). Messungen ergaben fiir diese Proplastiden eine 
Lange von 1,3—1,8 4, wahrend die Breite selten gréfer ist als der Durch- 
messer des Granums, der etwa 0,4 uw betragt. Daraus ergibt sich zwangslaufig 
die Gestalt der Proplastiden. Sie sind entweder trommelschlegelférmig, das 
Granum liegt dann polar an einem der beiden Enden des Proplastids, 

oder sie sind mehr oder weniger 

spindelférmig, wobei dann das 


/% Granum etwa in der Mitte des 
Proplastids liegt. Diese Verhalt- 
lg nisse sind in Abb. 3 an typischen 


Proplastidengruppen dargestellt. 

ta Bei genauer Durdhforschung 

Abb. 3. Formen der Proplastiden aus den er Praparate findet man auch 

Dermatogenzellen des Vegetationskegels immer wieder Proplastiden, die 

von Chlorophytum comosum, Links trom- ZWei Grana enthalten und sich 

melschlegelférmig, Mitte spindelférmig, durch ihre mehr oder weniger 

rechts hantelférmige Teilungsstadien. starke hantelférmige Einschnii- 

rung deutlich als Teilungsstadien 

ausweisen. Auch hier ergibt sich die Gestalt der Proplastiden weitgehend 
aus der jeweiligen Lage der beiden Grana. 

Neben den durch den Besitz von einem oder zwei Grana ausgezeichneten 
Proplastiden findet man in den Praparaten auch Chondriosomen. Diese 
enthalten kein Granum und sind erheblich kleiner als die Proplastiden. 
Durch die unterschiedliche Farbbarkeit dieser beiden Organellsysteme sind 
in der Regel entweder nur die Proplastiden oder aber die Chondriosomen 
optimal sichtbar. Wenn die Proplastiden richtig gefarbt sind, so daf in dem 
Stroma das Granum durch seine intensivere Farbung deutlich zu erkennen 
ist, sind die Chondriosomen so schwach gefarbt, daft sie kaum noch zu ent- 
decken sind; andererseits sind bei optimaler Farbung der Chondriosomen 
die Proplastiden so stark iiberfirbt, da die Grana sich nicht mehr von 
dem nun gleichfalls intensiv roten Stroma abheben. Bei aufmerksamem 
Suchen ist es jedoch in vielen Fallen méglich, beide Organellsysteme neben- 
einander im gleichen Praparat nachzuweisen. An dem parallelen und un- 
abhangigen Vorkommen beider Organellsysteme in den jiingsten meriste- 
matischen Zellen kann somit kein Zweifel mehr bestehen. 

2. Protodermzellen jiingster Blattanlagen 

Wahrend in den Zellen des Vegeiationskegels iiberall nahezu das gleiche. 
oben beschriebene Bild gefunden wurde, beginnt bereits in den Meristemen 
der jungen Blattanlagen ein gewisser Unterschied zwischen den zukiinftigen 
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Epidermiszellen, den Protodermzellen und den Mesophyllzellen hervorzu- 
treten. Da die Zellen bereits etwas herangewachsen sind (25 X 10 1), findet man 
die Proplastiden nun nicht mehr nur in der Nahe des Zellkernes, sondern 
auch in dem hier erheblich vergréRerten Plasmaraum, wo sie sich recht gut 
beobachten und mikrophotographisch belegen lassen (Fig. 4). Die jungen 
Protodermzellen enthalten langgestreckte, spindel- bis trommelschlegel- 
férmige Proplastiden, die bis zu 2.5 u lang sein kénnen, wahrend die Breite 
wieder durch die Lage und den Durchmesser des Granums festgelegt ist. 
Die durchschnittliche Proplastidenzahl der Zellen betragt etwa 20. Oft 
findet man in den Zellen hantelférmige Teilungsstadien, die kurz vor der 
Zellteilung zur endgiiltigen Durchschniirung kommen und sich dann, wie es 
Strugger (1953) beschreibt, statistisch auf die beiden Tochterzellen ver- 
teilen. 

In den Mesophylizellen der Blattbasen sind die Proplastiden gewéhn- 
lich gréRer als in den Protodermzellen. Man findet hier Proplastiden mit 
einem Durchmesser bis zu 3,5 u. Auferdem scheinen hier die Proplastiden 
erheblich starker améboid zu sein, was durch die bedeutend vielgestalti- 
geren Formen (vgl. Strugger 1953, Abb. 4) deutlich gemacht wird. 


3. Epidermiszellen alterer Blattanlagen, Entstehung 
der Spaltéffnungsmutterzellen 


Die nun folgende Phase ist durch die Entstehung der Spaltéffnungs- 
mutterzellen gekennzeichnet. Kurz vor der Zellteilung, die zur Ausbildung 
der Spaltéffnungsmutterzellen fiihrt, haben die Epidermiszellen eine Lange 


von etwa 60 u und eine Breite von 20—25 uw. In dem gewaltig vergréRerten 
Plasmaraum lassen sich nun iiberall sehr leicht die Proplastiden auffinden. 
Fig. 5 gibt einen Eindruck einer solchen Zelle. Die Proplastiden sind auf 
etwa 3 u herangewachsen und sind in sehr vielgestaltigen Formen iiberall 
in der Zelle zu erkennen: Teilungsstadien wurden jedoch verhaltnismafig 
selten beobachtet. Das diirfte mit dem allmahlichen Nachlassen der Zell- 
teilungstatigkeit zusammenhangen. Die zur Bildung der Spaltéffnungs- 
mutterzellen fiihrende Zellteilung ist inaqual. Bereits vorher beobachiet 
man, daB der Zellkern sich einer der Antiklinalmembranen niahert, wodurch 
bereits die Lage der zukiinftigen Teilungsebene angedeutet wird. Bei der 
bald darauf eintretenden Zellteilung entstehen aus den oben beschriebenen 
Zellen einerseits die Spaltéffnungsmutterzellen von 8—10 > 20 und an- 
dererseits die Epidermiszellen von 40 X 20 uw. Die Spaltéffnungsmutterzellen 
sind anfangs so schmal, daf der Zellkern nur in einer langgestreckten 
Zwangsform darin Platz findet und die Zelle nahezu ausfiillt. Es ist daher 
iiuBerst schwierig, in diesen Zellen die Proplastiden aufzufinden und mikro- 
photographisch zu belegen. Lediglich Schnitte, die den Kern nur tangential 
erfassen, erméglichen eine Untersuchung der Proplastiden in diesen Zellen. 
Fig. 6 zeigt einen Teil eines solchen Schnittes, in dem zwischen zwei 
Epidermiszellen eine Spaltéffnungsmutterzelle liegt. In dieser ist eines der 
Proplastiden sehr deutlich zu erkennen, wahrend einige weitere mehr oder 
weniger verdeckt noch eben sichtbar sind. Die Gesamtzahl der Proplastiden 
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in diesen Zellen laBt sich wegen der engen Raumverhiltnisse nur sehr schwer 
ermitteln, sie ist jedoch nach den vorliegenden Beobachtungen geringer 
als in den Epidermiszellen. Auch in dieser Hinsicht scheinen somit die 
zur Bildung der Spalt6ffnungsmutterzellen fiihrenden Zellteilungen in- 
aiqual zu sein. 


4.Phase der Zellstreckung und Differenzierung 
Die Ausbildung der Spaltéffnungsmutterzellen kennzeichnet zugleich 
das Einsetzen des Streckungswachstums und der Zelldifferenzierung und 
damit auch die Beendigung der Teilungstatigkeit. Lediglich die Teilung 
der Spalt6ffnungsmutterzellen in 
die beiden SchlieBzellen zégert sich 
noch einige Zeit hinaus. 

Die Epidermiszellen nehmen er- 
heblich an Groe zu und erreichen 
bald eine Linge von 150 u und eine 
Breite von 30—40 uw. Die Ausbildung 
der Cuticula wird in den Blatt- 
querschnitten an der Fialtelung der 
aiuBeren Zellmembranen — erkenn- 
bar. Das Anwachsen der Zellsaft- 

Abb. 4. Ausschnitt aus einer Epidermis- vakuole tritt dadurch in Erschei- 
zelle von Chlorophytum comosum mit nung. da die Plastiden mehr und 
einer typischen Gruppe amédboid be- mehr in der unmittelbaren Nahe 
weglicher Leukoplasten. der Zellmembranen, also im_plas- 
matischen Wandbelag der Zellen. 

gefunden werden. In vielen Fallen erweist es sich daher als zweck- 
maBig, zur Beobachtung nicht wie bisher Querschnitte, sondern Fliachen- 
schnitte heranzuziehen, in denen die Plastiden dicht unter der Zellmembran 
in groBer Zahl beisammenliegend angetroffen werden kénnen. Die Pla- 
stiden sind auBerst formveranderlich und zeigen oftmals lange améboide 
Fortsatze (Abb. 4). Die Messungen ergeben eine Linge von 3—4 bei 


einer Breite von 1—1,5 uw. In diesen Plastiden findet man stets ein Granum 
von 0.8—1 « Durchmesser. Starkebildung lat sich auch in diesem Stadium 
nicht nachweisen; auch Vakuolen sind in den Plastiden dieses Alters nur 
ausnahmsweise zu finden. 


Nicht selten findet man auch Plastiden, die zwei oder auch mehr Grana 
enthalten, die in ihrer GréBe auffallig verschieden sind (Fig. 7). Die fiir 
die Plastidenteilungen so charakteristischen hantelférmigen Stadien konn- 
ten jedoch niemals nachgewiesen werden. Zaihlungen ergaben, da die 
Plastidenzahl konstant 30—35 betraigt. wie es auch in den erwachsenen 
Epidermiszellen der Fall ist, wo man ebenfalls gelegentlich derartige ..multi- 
granulare~ Plastiden finden kann. Wahrscheinlich ist in diesen Fallen die 
Beendigung des Teilungswachstums von Grana und Stroma nicht voll- 
standig synchronisiert. So kénnen sich gelegentlich nach Einstellung der 
Teilungstatigkeit des Plastidenstroms die Grana noch einmal teilen, und 
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nicht selten kommt es bei den Tochtergrana oder wenigstens bei einem 
derselben zu nochmaligen Teilungen. Im letzteren Fall fiihren diese Tei- 
lungen zur Bildung von Tochtergrana mit stufenweise geringer werdender 
GroBe, wie es in Abb. 5 dargestellt ist. Die Genese dieser multigranularen 
Plastiden kann man sich wie folgt vorstellen: Ausgehend von dem ur- 
spriinglichen Granum A entstehen bei der ersten Teilung die Tochter- 
grana B und B’. Bei der nachsten Teilung entstehen aus dem Granum B’ 
die Tochtergrana C und C’, wahrend B ungeteilt bleibt. Eine weitere Tei- 
lung laBt schlieBlich aus dem Granum C’ die Tochtergrana D und D’ 
entstehen. Somit sind in einem Plastid drei aufeinanderfolgende Grana- 
generationen zu finden, die sich durch 

ihre unterschiedliche Gréfe leicht 

identifizieren lassen. Unabhangig von 

der Richtigkeit dieser hypothetischen 

Annahme lassen sich jedoch die be- 

schriebenen Erscheinungen mit gutem 

Recht als eine Hemmung der normalen 

Teilungstatigkeit ansehen und lassen 

deutlichh den zunehmenden somati- Abb. 5. Schema der Entstehung 
schen Charakter der Plastiden und _ .multigranularer* Leukoplasten. Das 
damit auch der Gewebe erkennen. Granum A teilt sich in die Tochter- 
Da sich die Plastiden durch den Ver- tana B und B’. B’ teilt sich erneut 
lust ihres Teilungsvermégens und auch =i" © und C’, C’ wiederum in D 
durch ihre Gréfe deutlich von den und D’. 
Proplastiden der meristematischen Ge- 

webe unterscheiden, erscheint es berechtigt, hier den Ubergang zu den so- 
matischen, pigmentlosen Plastiden zu sehen. die nun mit Recht den Namen 
Leukoplasten verdienen. 


Im Zuge des Streckungswachstums haben auch die Spaltéffnungsmutter- 
zellen an Grofe zugenommen. Sie haben jetzt eine Lange von 30 «4 und 
eine Breite von 254. Auf Grund dieser verainderten Gréfenverhiltnisse 
kann nun der Kern wieder eine annihernd runde Gestalt annehmen, und 
es bereitet jetzt erhebliche geringere Schwierigkeiten, die im Cytoplasma 
dieser Zellen vorhandenen Plastiden zu beobachten. Diese sind inzwischen 
ebenfalls herangewachsen. ohne jedoch die Gréfe der in den Epidermen 
beobachteten Plastiden zu erreichen. Meist findet man 7—12 unigranulire 
Plastiden vor, deren Make 2.515 u sind. Fig. 8 zeigt einen Querschniti 
durch eine diesen Beschreibungen entsprechende Zelle. 

Die gleichzeitige Beobachtung der Plastiden im Mesophyll st6Bt von 
diesem Zeitpunkt an in fixiertem Material hiaufig auf Schwierigkeiten, 
da sich nun auch die farberischen Unterschiede zwischen der Epidermis 
und dem Mesophyll starker als bisher bemerkbar machen, so da man 
gewohnlich nur noch entweder im Mesophyll oder in der Epidermis eine 
zur Beobachtung geeignete Farbung erzielen kann. Die an geeigneten 
Stellen im Mesophyll beobachteten Plastiden haben einen Durchmesser 
von 4—4,5 w und sind bereits multigranular. 
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5. Ausbildung des Spaltéffnungsapparates 


Nachdem im allgemeinen die Zellteilungstatigkeit in den Epidermen 
lingst beendet ist und die Epidermiszellen bereits in die Phase der Zell- 
streckung eingetreten sind, folgt als letzter Entwicklungsschritt die Teilung 
der Spaltéffnungsmutterzellen in die SchlieRzellenpaare. Wenn auch in 
den Mutterzellen die Kernteilungsfigur raumlich sehr beengt ist und die 
Plastiden hiaufig von ihr iiberdeckt werden, laBt sich bei sorgfialtiger Unter- 
suchung doch feststellen, daf& die urspriinglich in der Mutterzelle enthal- 
tenen 12—15 Plastiden sich nach vorheriger Teilung nahezu gleichmifig 
auf die beiden Tochterzellen, die kiinftigen SchlieBzellen verteilen. In 
den SchlieRzellen setzt sehr bald ein rasches Wachstum der Plastiden 
cin, das nur ausnahmsweise noch einmal von einer Plastidenteilung unter- 
brochen wird. Dadurch erreichen sie bald eine Gréfe von etwa 3 u. Sie 
verlieren ihre bisher noch stets vorhandene Améboidie und nehmen eine 
mehr oder weniger runde Gestalt an. Hatten diese Plastiden bisher nur 
ein Granum, so findet nun innerhalb kiirzester Zeit eine Vermehrung der 
Granazahl statt. Zur gleichen Zeit setzt auch. wie Untersuchungen an 
lebendem Maierial zeigen, der Ergriinungsproze8 ein, so daft die Plastiden 
im Fluoreszenzmikroskop eine blutrote Fluoreszenz zeigen. Auferdem 
beginnt aber auch eine sehr intensive Starkebildung. wobei durch das 
Auftreten auferst zahlreicher Starkeschollen die Beobachtung der einzelnen 
Entwicklungsschritte ein nahezu aussichtsloses Unternehmen wird. Mit 
Sicherheit laBt sich lediglich nachweisen, daf die in den SchlieBzellen vor- 
handenen Chloroplasten stets multigranular sind. 


In den Epidermiszellen sind die Leukoplasten auch jetzt noch hiufig 
schwach amoboid, aber es macht sich eine zunehmende Tendenz zur Stabi- 
lisierung der Formen bemerkbar. Es tritt Abrundung der Leukoplasten ein, 
wobei der Durchmesser der Plastiden etwa 3,5 u betriagt. Mit gréRter Kon- 
stanz ist in allen Leukoplasten mindestens ein Granum nachweisbar, in 
den beschriebenen Sonderfallen auch zwei bis vier. 

Damit ist sowohl in den Epidermiszellen als auch in den Schliefzellen 
das zu Beginn dieser Arbeit beschriebene Stadium der somatischen Leuko- 
plasten bzw. Chloroplasten erreicht. 


Diskussion 


Wie die beschriebenen Untersuchungen zeigen, enthalien die erwach- 
senen Epidermiszellen voll entwickelter Blatter von Chlorophytum comosum 
stets groBe, farblose Leukoplasten ohne irgendwelche Pigmenteinlagerun- 
gen. An lebenden Zellen im Hellfeld-. Dunkelfeld- und Phasenkontrast- 
mikroskop sowie an fixiertem Material durchgefiihrte Untersuchungen 
lassen erkennen. daft diese Leukoplasten in ihrem Stroma mit gréfter 
RegelmaBigkeit mindestens ein Granum enthalten. In lebendem Material 
lassen sich diese Grana mit Rhodamin B in fixiertem Material mit verschie- 
denen basischen Farbstoffen, besonders gut mit Fuchsin und Viktoriablau 
sowie mit Saurefuchsin nach Altmann, deutlich und elektiv anfarben. 
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Dadurch ist eindeutig erwiesen, da die Grana — in Ein- oder Mehrzahl 
— ein spezifischer, persistenter Baustein der Leukoplasten sind. Zu ent- 
sprechenden Ergebnissen kommt auch Perner (1954) durch Untersuchun- 
gen an Epidermiszellen von Allium cepa und an den Staubfadenhaaren 
von Tradescantia virginica. 

Durch wechselnden Quellungszustand kann das Granum sich gelegent- 
lich der Beobachtung im Hellfeld entziehen, sofern dabei die Lichtbre- 
chungsindizes von Stroma und Grana sehr ahnlich werden. Die Grana 
sind dann ,optisch maskiert~ (Bartels 1955). Auch in diesen Fallen 
lassen sich aber im Phasenkontrastmikroskop die Grana sichtbar machen. 
Andererseits geniigt, wie bereits erwahnt wurde, eine geringfiigige An- 
derung der Konzentration des umgebenden Mediums, um auch fiir eine 
Hellfeldanalyse geeignete Lichtbrechungsverhaltnisse herbeizufiihren. Diese 
Tatsache berechtigt jedoch keineswegs dazu, die Grana als reversible Ent- 
mischungsprodukte“ im Sinne von Drawert (1954) anzusehen. Alle 
Tatsachen, insbesondere die mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops, des 
Polarisationsmikroskops und an Hand fixierten Materials erhaltenen Er- 
gebnisse sprechen ausnahmslos dafiir, da es sich bei den Grana um spe- 
zifische, persistente Konstituenten der Leukoplasten handelt, die nach den 
polarisationsoptischen Untersuchungen einen hochgeordneten lamelliren 
Aufbau aufweisen. 

Die durchgefiihrten entwicklungsgeschichtlichen Untersuchungen zeigen 
eindeutig, da sich die somatischen Leukoplasten der Blattepidermen 
unmittelbar von den Proplastiden der meristematischen Gewebe des 
Vegetationskegels ableiten lassen. In entsprechender Weise konnte Ba r- 
tels (1955) in den Wurzelmeristemen von Vicia Faba und Iris germanica 
die Metamorphose der Proplastiden zu den somatischen Leukoplasten der 
Wurzeln beobachten. Die hier wie dort aufgezeigten Tatsachen sprechen 
cindeutig fiir die Kontinuitat der Plastiden im Sinne von Schimper 
(1885). Die in den Dermatogeninitialen des Vegetationskegels aufgefun- 
denen Proplastiden gleichen in jeder Hinsicht den von Strugger (1953) 
aus den Meristemen und Postmeristemen beschriebenen Proplastiden. Als 
kleinstmégliche Plastideneinheit bestehen sie selbst in den jiingsten, meri- 
siematischen Zellen aus den beiden charakteristischen Konstituenten, dem 
Stroma und dem Primargranum. Dadurch ist, wie bereits Strugger 
(1953, 1954) hervorhob, eine einwandfreie Abgrenzung von den Chondrio- 
somen mdglich. Im Verlaufe der sehr rasch aufeinanderfolgenden Zell- 
teilungen wird durch standiges Wachstum und darauffolgende Teilung 
beider am Aufbau der Plastiden beteiligten plasmatischen Systeme die 
Kontinuitat aufrechterhalten. Beide Konstituenten, Stroma und Grana, 
sind ausnahmslos in allen Plastiden meristematischer Zellen nachweisbar. 
Auf Grund dieser Tatsachen hat Strugger (1950) die Ansicht vertreten, 
daft sowohl das Stromaplasma als auch das Plasma des Primiargranums 
als Trager genetisch wirksamer Konstituenten aufgefaRt werden kénnen 
und diese Ansicht in spateren Arbeiten gefestigt und eingehend diskutiert. 
Heitz und Maly (1953) kommen auf Grund ihrer Untersuchungen an 
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Agapanthus umbellatus zu abweichenden Resultaten. Das Primargranum 
soll erst im Verlaufe der Ergriinungsmetamorphose aus dem Stromaplasma 
de novo enistehen, vor dem Ergriinen jedoch nicht vorhanden sein. Zugleich 
wird die identische Reduplikation des Primargranums abgelehnt. Lediglich 
Stroma und Plastidenhaut sollen stets vorhanden sein. Strugger (1953, 
1954) hat diese Einwande an Hand von Tatsachen eingehend diskutiert 
und widerlegt. Auch aus den vorliegenden Untersuchungen kénnen die 
von Strugger vertretenen Ansichten vollauf bestitigt werden. Insbe- 
sondere zeigt das Studium der Leukoplasten, die ja in der Regel kein 
Chlorophyll auszubilden pflegen, da die Primargrana nicht erst im Zuge 
des Ergriinungsprozesses entstehen, wie Heitz und Maly annehmen, 
und auch kein ,kristallisiertes Chlorophyll* darstellen, wie Heitz (1955) 
meint. In keinem Falle kann und darf die Chlorophyllbildung als U r- 


sache einer .Granabildung™ im Sinne von Heitz angesehen werden, 


Tafel I. 
Fig. 1. Ausschnitt aus einer erwachsenen Epidermiszelle von Chlorophytum 
comosum. Es sind zwei gut fixierte Leukoplasten zu erkennen, rechts mit einem 
Granum, links mit zwei Grana. Handschnitt, fixiert mit OsO,-Dimpfen. gefirbt 
mit Fuchsin. Vergr.: 1100: 1. 
Fig. 2. Ausschnitt aus einer nahezu erwachsenen Epidermiszelle. Schlechte Fixation 
der Leukoplasten (Le witzky). Die Grana sind herausgelést, die entstandenen 
Vakuolen sind von einem Hof stark farbbarer Substanz umgeben. Mikrotomschnitt. 
gefarbt mit Saéurefuchsin. Vergr.: 1100: 1. 
Fig. 3. Eine Dermatogenzelle aus dem Vegetationskegel von Chlorophytum 
comosum, Unterhalb des Zellkernes zwei Proplastiden, links vom Kern ein Pro- 
plastid mit deutlich durch stirkere Farbung hervorgehobenem Primargranum. 
Mikrotomschnitt, fixiert mit Le witzk y, gefarbt mit Saurefuchsin. Vergr.: 1100 : 1. 


Fig. 4. Protodermzelle aus einer sehr jungen Blattanlage. Rechts neben dem Zell- 
kern sind mehrere Proplastiden mit stark gefarbtem Primargranum zu erkennen. 
Mikrotomsdhnitt, fixiert mit Le witzk y, gefarbt mit Saurefuchsin. Vergr. 1100 : 1. 
Fig. 5. Epidermiszelle einer alteren Blattanlage kurz vor der Ausbildung der 
Spaltéffnungsmutterzellen mit mehreren Proplastiden. deren Granum durch starkere 
Fiarbung hervorgehoben ist. Mikrotomschnitt, fixiert mit Le witzk vy. gefiarbt mit 
Saurefuchsin. Vergr.: 1100: 1. 
Fig. 6. Eine Spaltéffnungsmutterzelle zwischen zwei Epidermiszellen. In der Spalt- 
6ffnungsmutterzelle erkennt man oben links iiber dem Kern ein scharf einge- 
stelltes Proplastid. Mikrotomschnitt, fixiert mit Le witzk y. gefarbt mit Saure- 
fuchsin. Vergr.: 1100: 1. 
Fig. 7. Teil einer nahezu erwachsenen Epidermiszelle mit zwei Leukoplasten, die 
eine erhéhte Granazahl erkennen lassen. Mikrotomschnitt, fixiert mit Benda, ge- 
farbt mit Saurefuchsin. Vergr.: 1100: 1. 


Fig. 8. Spaltéffnungsmutterzelle kurz vor der Teilung in die SchlieRzellenpaare. 

Die Ausgestaltung der Epidermis 1a8t den bereits fortgeschrittenen Differen- 

zierungszustand erkennen. Unterhalb des Zellkernes ist ein Proplastid mit zwei 

Grana zu erkennen, das kurz vor der Teilung steht. Mikrotomschnitt, fixiert mit 
Benda, gefiarbt mit Saéurefuchsin. Vergr.: 1100 : 1. 
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sie ist lediglich eine physiologische Funktion des in allen Stadien meriste- 
matischer Gewebe kontinuierlich nachweisbaren primiaren Granums, die 
bei der Metamorphose zu den assimilationstiichtigen Chloroplasten zutage 
tritt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Die Epidermiszellen erwachsener Blatter von Chlorophytum comosum 
enthalten grofe, pigmentlose Leukoplasten, deren Struktur in vivo und in 
fixiertem Material untersucht wird. In den Leukoplasten findet man stets 
mindestens ein Granum von scheibchenférmiger Gestalt, das in Profilstellung 
eine deutliche Doppelbrechung zeigt, woraus auf einen geordneten lamel- 
laren Aufbau geschlossen werden kann. In fixiertem Material lat sich das 
Granum mit basischen Farbstoffen sowie mit Saurefuchsin nach Alt mann 
intensiv anfarben. 

2. Nach Fixation mit dem Gemisch von Le witzky und Farbung mit 
Saurefuchsin nach Altmann Jat sich an Mikrotomschnitien von Vegeta- 
tionskegeln und jungen Blattanlagen die Entwicklung der Leukoplasten 
verfolgen. 

3. Die Dermatogeninitialen des Vegetationskegels enthalten sehr kleine, 
meist spindel- oder hantelférmige Proplastiden, die stets aus Stroma und 
einem primaren Granum bestehen. Bei Teilungsstadien findet man zwei 
Grana, die auf die beiden Tochterplastiden verteilt werden. Durch morpho- 
logische und farberische Unterschiede ergibt sich eine einwandfreie Ab- 
grenzung von den Chondriosomen. 

4. Bereits in den jiingsten Blattanlagen lassen sich an Hand der Gréfe 
der Plastiden entwicklungsgeschichtliche Unterschiede zwischen den zu- 
kiinftigen Epidermis- und Mesophyllzellen ermitteln, die im Verlaufe der 
spateren Entwicklungsphasen in zunehmendem Mafe zu beobachten sind. 
Auf allen Stadien enthalten die Epidermiszellen unigranulare Plastiden, so 
daB die Kontinuitaét der Grana und des Stromas keinem Zweifel mehr 
unterliegen kann. 

5. Die Plastiden der Stomata zeigen eine abweichende Entwicklung. 
Die Spaltéffnungsmutterzellen enthalten wie die Epidermiszellen, aus denen 
sie hervorgegangen sind, unigranulare Proplastiden, die nach Ausbildung 
der beiden SchlieBzellen zu multigranularen, chlorophyllfiihrenden Chloro- 
plasten werden. 

6. Die Kontinuitat der Plastiden (Schimper) sowie die Kontinuitat 
von Stroma und Grana (Strugger) werden erneut bestiatigt. 
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In recent years the role of adenosine triphosphate (ATP) in muscle con- 
traction has drawn wide interest. Szent-Gyérgyi (1947, 1948, 1951 
and 1953) and others have indicated that ATP plays an important role in 
the in-vitro reaction of purified muscle preteins. 


At the present time, it is of importance to the physiologist to test the 
effect of ATP on the contractile property of the living muscle system. 

This paper is a report of experiments carried out on portions of isolated 
muscle fibers of the frog. ATP solutions were microinjected into the muscle 
protoplasm and the effect on protoplasmic shortening was recorded. 


Materials and Methods 


The adductor magnus muscle of Rana pipiens was isolated and placed 
in a dish of 0.12 M NaCl kept on ice at 5°C. to 8°C. The muscle fibers were 
dissected from the muscle with steel needles. Portions of single fibers 
approximately 1.5 to 2mm. long were isolated and transferred by means of 
a dropper to a glass cover slip. Two portions of the same fiber were used 
for paired observations. Excess fluid was removed, the cover slip was in- 
verted and placed over a moist chamber. 

The fibers were inspected under the low power of the compound micro- 
scope. The length was measured with an ocular micrometer. Fresh fibers 
had a clear jelly-like appearance. Injured fibers were granular, and 
frequently had a brownish appearance. Such fibers were discarded. 

A Chambers type micromanipulator was used (Chambers and 
Kopac 1950). Micropipettes were drawn with the Livingston machine 
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from Pyrex capillary tubing. Openings of 2 micra at the tip of the micro- 
pipette were found to be most satisfactory. The solution was injected into 
the center of the fiber radially and the sacrolemma was pierced by this 
procedure. 


Solutions were prepared and then labeled as unknowns by another 
person so that the observer did not know the identity nor the composition 
of the solution that he was microinjecting. Chlorphenol red was used as 
a tracer so that the extent of an injection could be seen. This dye did not 
influence contraction when microinjected into muscle fibers. It was esti- 


mated that a 0.4% solution at pH 7.0 contained less than 0.1 M sodium 
ion. 


The solution to be tested was injected until a trace of red dye was 
seen through the entire length of the fiber. The colorant permitted 
observation of the instant of fluid ejection from the pipette tip, its rate of 
flow and the region of injection into the muscle fiber (Wiercinski 1953). 
It was important that all the injected fluid should enter the fiber and not 
leak outside. Following the injection the fiber length was measured again. 
The amount of fluid injected was about 0.4% to 2.0% of the fiber 


volume. 


Three preparations of ATP were used. These were obtained from Sigma, 
Rohm and Haas, and Bischoff. The di-barium ATP was converted into the 
sodium salt as follows: The powder was dissolved in hydrochloric acid, 
passed through Amberlite resin [R-120 HAG to remove heavy metals and 


barium salts. The resulting solution was then neutralized with NaOH. 
With the above procedure about one-half of the expected amount of ATP 
was obtained. 


The ATP of these solutions was calculated on the basis of the acid-labile 
and total phosphorus which was determined by a modification of the 
Fiske-Subbarow (1925, 1927) method and by enzymatic assay. The 
sodium content of each sample was calculated on the basis of the amount 
of sodium hydroxide and Na,SO, that was added. All the solutions 
employed were at pH 7.0. In determining the sodium ion concentration the 
sodium ion content of all the components in the solutions was included. 


Results 


The data are presented in Table 1 for the microinjection of 0.001 M ATP 
at various concentrations of sodium ion. The probability (P) that such 
a difference between means would be exceeded by chance was calculated 
according to Treloar (1935), using the relative deviate to enter the table 
or the graph for (P). The results indicate a significant shortening for 
0.001 M ATP at 0.2M and 0.3M sodium ion concentrations. In these two 
instances the average % of shortening for the muscle fiber was 21 and 33%. 
For the controls at 0.2 and 0.3M Na the average % of shortening was 4 
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and 9%. ‘These are low values as compared with 11, 19 and 14% for the 
controls for 0.06, 0.1 and 0.4M Na. 

These suggest that a 0.001M ATP free of barium ion, but perhaps. 
containing slight traces of heavy metals will cause a shortening of the 
muscle fiber of 13% over a sodium ion control. This value was obtained by 
averaging the means for 0.001M ATP and the means for the various con- 
centrations of sodium ion. The average shortening produced by distilled 
water was 10.5% (Heilbrunn and Wiercinski 1947). 


Table 1. Shortening of frog muscle fiber following injection of 0.001 M ATP at 
various concentrations of Na, pH 7.0. (Resin) Ten fibers for each test. 





| Average % | 
Solution Shortening Range 
(mean) 


Difference 
: betw. Means | 
S.D. | (ATP + Na) | 
| —Na | 





0.001 M ATP 
+ 0.06 M Na 
0.06 M Na 


0.001 M ATP 
+0.1MNa 
0.1MNa 
0.001 M ATP 
+0.2M Na 
0.2M Na 


0.001 M ATP 
+0.3M Na 


+0.4MNa ‘ 0.318 
0.3M Na 14 


S.D.= standard deviation. P= probability that such a difference between the 
means would be exceeded by chance. Level of significance < 0.01. 


In Table 2, a 0.003 M ATP at various sodium ion concentrations as com- 
pared with a 0.003 M ATP plus 0.05 M phosphate content at various sodium 
concentrations was microinjected. Barium ion and heavy metal ions were 
removed with resin. There was no significant difference between the means. 
The results indicate that phosphate ion inhibited ATP and no extension or 
relaxation of the fibers was observed. 


In Table 3, a 0.05 M phosphate solution was microinjected with samples 
adjusted to various sodium ion concentrations. The inhibiting effect of 
increased sodium ion on shortening in the muscle fiber was significant. 


Immersion of portions of isolated frog muscle fibers transferred from 
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0.12 M NaCl into varying concentrations of sodium ion and into 0.05 M phos- 
phate ion plus varying concentrations NaCl caused a marked shortening. 
Microinjections which would allow an overflow of injectants into the sur- 


Table 2. Shertening and Extension of frog muscle fiber injected with 0.003 M ATP 
and 0.003 M ATP + 0.05 M phosphate at various Na concentrations. pH 7.0 (Resin). 
Ten fibers for each test. 





S.D. | Difference 


Solution betw. Means 


Range 





0.003 M ATP 
+ 0.14M Na 


0.003 M ATP 
+0.14MNa 
+ 0.05 M PO, 





0.003 M ATP 
+0.2MNa 


0.003 M ATP 
+ 0.2MNa 
+ 0.05 M PO, 


5 to 47 


— 12 to + 37 





10 to 45 


— 6 to + 42 





0.003 M ATP 
+ 0.3M Na 


0.003 M ATP 
+ 0.3M Na 
+ 0.05 M PO, 





| — 20 to + 16 


| —18 to + 12 





0.003 M ATP 
+0.4MNa 


0.003 M ATP 
+0.4MNa 
+0.5M PO, | 


| 
| 


—14to+ il 


— 21 to + 33 





20 








| 
| 
| 
| 


S.D.= standard deviation. P = probability that such a difference between the 
means would be exceeded by chance. Level of significance < 0.01. 


Table 3. Effect of injecting 0.05 M PO, at various Na concentrations into frog 


muscle fiber, pH 7.0. 





Solution 


Mean 


Range 





0.05 M PO, + 0.09 M Na 
0.05 M PO, + 0.13M Na 
0.05 M PO, + 0.18M Na 
0.05 M PO, + 0.23 M Na 
0.05 M PO, + 0.28 M Na 
0.05 M PO, + 0.38 M Na 


Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 











+ito +10 
—4to+ 8 
—9to + 15 
+1to +12 
— 45 to 0 

— 22 to + 13 


21 
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rounding medium near the muscle fiber would influence the results especially 
in 0.3 M and 0.4M concentrations. See Fig. 1. 


IMMERSION OF FROG MUSCLE FIBERS 


(A)----VARYING CONCENTRATIONS NoCL, 21°C. pH 70 
(B)----0.05 M No PHOSPHATE, pH 70+ VARYING 
CONCENTRATIONS NoCL 21° C. pH 7.0 


READINGS TAKEN 30 TO 45 SECONDS 
AFTER TRANSFER FROM 0.12 M NoCL 


AVERAGE % OF SHORTENING 








0.2M 
TOTAL Na+ CONCENTRATION 


Fig. 1. 


Discussion 


With the method used the results indicated that the microinjection of 
reasonable quantities of ATP into isolated muscle fibers produced about 
13% of protoplasmic shortening as compared with the control fibers. 

The literature shows that the immersion of muscle in ATP solutions does 
not stimulate the muscle to contract. Abdon (1942) applied ATP intra- 
arterially to the gastronemius muscle of the frog and could not observe any 
stimulating action of ATP. Buchthal, Deutsch, and Knappeis 
(1944) and Buchthal and Falkow (1944) evoked tetanus-like con- 
tractions with ATP. ATP by itself did not produce any contraction of the 
rectus abdominis muscle of the frog (Babsky and Minajew 1946). 

Szent-Gyérgyi (1950) included a personal communication from 
the work of Wiercinskiand Cookson (1951) that a 1.0% ATP solution 
caused only a “weak contraction” when injected directly into the muscle 
fiber. Also, see Heilbrunn (1952), p. 442. 

Beznak (1950) concluded that ATP had no direct effect on frog striated 
muscle. The contractions seen on the addition of ATP was due to the 
appearance of acetylcholine. Acierno, Burno, Burstein, and 
DiPalma (1952) found that ATP had no effect on refractory period, 
spontaneous rhythm, or contractility in the isolated atrial muscle of the cat 
unless previously altered by acetylcholine. 

The work reported by Mommaerts (1954) and Fleckenstein, 
Janke, Davies, and Krebs (1954) indicated that a muscle can perform 
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work under certain conditions without the decomposition of an energetically 
equivalent amount of ATP or creatine phosphate. 

Falk and Gerard (1954) confirmed the earlier findings on the intra- 
cellular injection of ATP in regard to the mechanical response of the 
sartorius muscle of the frog. They do not review the facts in the literature. 
Also, they injected 3M NaCl into the muscle fiber. Chambers and 
Resnikoff (1926) reported that high concentration of NaCl had an 
antagonizing action on protoplasm. 

The trigger mechanism for contraction appears to be some other sub- 
stance than ATP. Ranney (1954) indicated that uridine triphosphate and 
adenosine triphosphate are approximately equivalent in inducing con- 
traction and relaxation of actomyosin in an in-vitro system. Also, Robb. 
Gruff, and Braunfelds (1955) reported that a variety of agents in- 
duced shortening of compressed threads of actomyosin. 

Lepage and Potter (1949) showed the effect of trace impurities in 
ATP preparations. Cohen and Carter (1950) and Morell, Lipton, 
and Frieden (1951) discuss the problem of the separation and stability 
of ATP. 


Summary 


1. The average shortening of frog muscle fiber produced by the micro- 
injection of 0.001 M ATP, pH 7.0 as compared with a sodium ion control 
was about 13%. 


2. The microinjection of 0.003M ATP containing 0.5M phosphate ion 


was insignificant in shortening muscle protoplasm at ranges of sodium ion 
from 0.1 to 0.4M. 


The author is grateful to Dr. Abel Lajtha of the Department of 
Pharmacology, New York State Psychiatric Institute for an analysis of the 
ATP preparations. 
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Uber Kataphoreseversuche mit Hefezellen 


I. Die Wanderungsrichtung in der Kataphorese 


Von 


Arnold Wartenberg 
Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Friedrich-Schiller-Universitaét in Jena 


(Direktor: Prof. Dr. H. Wartenberg) 


(Eingegangen am 4. Marz 1956) 


Bei Struktur- und Stoffwechselforschungen an Pflanzen werden die 
.Aziditat™ und das ,,.Redoxpotential“ als selbstregulierte, als physiologi- 
sche Zustandsgréfen beachtet. Im Gegensatz dazu wird die dritte, vielleicht 
ebenso variable und selbstregulierte ZustandsgréRe ionen-, molekular- und 
kolloiddispers gemischter Lésungssysteme, namlich das_ ,,Adsorptions- 


potential“, nur soweit in Betracht gezogen, wie die heterodispers-wisserige 
Lésung .,Pflanze“ als Sorptionssystem zu beschreiben ist. In der histologi- 
schen Farbetechnik hat man es beim fixierten Material mit fixen Adsorp- 
tionscharakteren zu tun, und in der Vitalfarbetechnik der Zellphysiologie 
muf mit variablen und von der Zelle dynamisch regulierten Sorbentien 
und SorptionsgréBen gerechnet werden. Die Forschung, welche mit variab- 
len und von der Zelle dynamisch regulierten Sorbentien und Sorptions- 
groRen als physiologische Merkmale der Zelle, also mit einem ,,physiologi- 
schen Adsorptionspotential~ rechnen wird, ist noch am Anfang der Ent- 
wicklung. Sie hat neben wenig klar zu durchschauenden und zu reprodu- 
zierenden Austauschreaktionen zunachst nur die isoelektrische Reaktion als 
die meRbare Gréfe, mit der man zu einer Vorstellung von Vorzeichen und 
GroéBenordnungen kommen kann. 

Die wiisserige Liésung ,,Pflanze* ist keine einfache Eiweiflésung, sondern 
eine Lésung verschiedener Elektrolyte, Nichtelektrolyte und Kolloide so- 
wohl lyophiler als auch lipophiler Natur. Man muf deshalb mit einem 
Gemisch rechnen, das neben ionen- und molekulardispersen Stoffen ver- 
schiedenartige Azidoide, Basoide und Ampholyte enthalt. Ist unter solcher 
Voraussetzung iiberhaupt noch von einem IEP der Zelle zu sprechen? Jeden- 
falls ist nicht zu erwarten, daf sich die Pflanzenzelle wie ein einfacher 
Ampholyt verhalien wird. 

Stearn und Stearn (1931) kamen aus theoretischen Erwagungen 
iiber das Kolloidsystem .,Zelle“ zu der gleichen Fragestellung. Sie ent- 
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wickelten die Vorstellung, daff in kolloiden Systemen mit mehr als einem 
Ampholyten der IEP jedes einzelnen durch geringere freie Ladung des 
Ganzen zum Ausdruck kommen muf und zeigten, daf dies bei Zellen der 


Fall ist. 


Fritze (1952) verglich in Kataphoreseversuchen die wechselade Ober- 
flachenladung weiffer Blutkérperchen, wie sie mit verschiedener cH+ des 
Milieus variierte, und einen im Kataphoreseversuch zum Ausdruck gekom- 
menen IEP mit dem Verhalten von Ampholyten. Er beachtete dabei nicht 
den ganzen oder komplexen Ampholyten ,.Zelle*, sondern nur dessen ,,spe- 
zifische physiko-chemische Oberflaichensiruktur“. 


In der bekannten Kontroverse zwischen Koélbel (1947, 1948, 1949, 
1952) und Drawert (1951, 1952) ging es letzten Endes auch um die 
Frage, was von seiten der Zelle das Bestimmende in ihrem kataphoreti- 
schen Verhalien sei. Drawert (1951) meinte, das Zytoplasma sei ein Ei- 
weilt-Lipoid-Komplex und in elektrostatischer Hinsicht ein neutraler Kér- 
per. Die Carboxyl- und Aminogruppen, deren Dissoziationen den 
Ampholytcharakter der Plasmaeiweife ausmachen, waren durch Lipoide 
,abgeschirmt*. K 61 bel stimmte der Drawertschen Ansicht zu, daf das 
Protoplasma ein elektroneutraler Kérper sei, sagte aber, dai die Elektro- 
neutralitaét nur als eine statistischhe Gréfe angesehen werden kénnte. Der 
Plasma-Eiweif-Komplex besitze dabei dennoch reaktionsfahige ionogene 
Gruppen, die zu Austauschreaktionen fahig waren. Die Drawertsche 
»Abschirmung“ muff demnach als Kolloidadsorption von empfindlicher La- 
bilitat angesehen werden. Es ist jedenfalls anzunehmen, daf der kolloid- 
disperse Grundkoérper des Zytoplasmas — und miifte er als Eiweif-Lipoid- 
Assoziation angesehen werden — auch im Dissoziationsspiel unter dem 
Zwang der reaktionsbestimmenden Elektrolyte und der Massenwirkung der 
Ionen steht. Hierbei ist die Eiweif-Lipoid-Verbindung nur eine von vielen 
moéglichen Assoziatonen und kann nur soweit eine ,Abschirmung“ nach 
Drawert darstellen, wie sie im Konkurrenzspiel der Affinitaten in Asso- 
ziation bleibt. 


Der Kélbel-Drawertschen Kontroverse liegt folgender Sachver- 
halt zugrunde. Beide Autoren haben beschrieben, wie lebende Hefezellen 
in der ganzen Reihe der cH+ kataphoretisch immer anodisch wandern. Tote, 
durch Hitze abgetétete Hefezellen zeigen nach Kélbel (1949) einen IEP 
zwischen pH 2,6 und pH2,9. Kélbel (1947) nannte unter anderen Be- 
dingungen die Erscheinung IEP,y, d. h. er erklarte einen feststellbaren 
Wendepunkt des Charakters der kataphoretischen Wanderung in der Reihe 
der cH+ als einen Mittelwert unterschiedlicher, aber in einem relativ engen 
Gebiet gehaufter isoelektrischer Punkte verschiedener Ampholyte. 


Kélbel will nun iiberzeugend bewiesen haben, daft die konsequente 
anodische Wanderung der lebenden Hefezellen auf einen Membraneffekt 
zuriickzufiihren sei. Die Membran der Hefezelle wire kein amphoterer 
KGrper, sondern ein Azidoid und beherrsche das kataphoretische Verhalten 
des Ganzen. Die Membran laft sich mit basischen Farbstoffen anfarben. 
Dies hat nach Kélbel zur Folge, daf die Azidoidladungen durch die 
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Farbstoffkationen weitgehend neutralisiert werden und die Hefezellen sich 
kataphoretisch nach dem Ampholytcharakter des Protoplasten verhalten. 
Mit Hilfe solcher Neutralisierung der Membranladung hat Kélbel fest- 
gestelli, da die toten Hefezellen einen IEPy bei héherer cH+ haben als die 
lebenden. 


Drawert (1951) arbeitete ebenfalls mit Hefezellen und berichtete wie 
K 6lbel auch von einer konsequenten anodischen Wanderung der leben- 
den Hefe. Dann versuchte er das kataphoretische Verhalien der toten Hefe 
in einem gréBeren Schwankungsbereich der cH+ festzustellen und fand, daf 
die toten Hefezellen ,,bis etwa pH 4,5 zur Kathode und erst ab pH5,0 zur — 
Anode“ wanderten. Drawert fand also einen Wendebereich, der einem 
ITEP, entsprechen muf. Er zog daraus den SchluB, .,daf durch den Absterbe- 
prozeB die Lipoproteide gesprengt werden, so daft jetzt die dissoziations- 
fahigen sauren und basischen Gruppen der Eiweiftstoffe frei werden“. 
Dabei soll im sauren Medium durch die starke Dissoziation der basischen 
Gruppen die Ladung der Membran von den freien positiven Ladungen der 
Eiweifkérper iibertént werder und das Ganze kathodisch wandern miissen. 
Fiir das, was K6 1 be! Neutralisierung der Membranladung nannte, hatte 
Drawert eine andere Erklarung. Er versuchie das .,.Neutralisieren* der 
Membran mit einer Anzahl verschiedener basischer Farbstoffe und erhielt 
Wendepunkte der kataphoretischen Wanderungsrichtung, die nach K 6l bel 
nur vom IEP, des Zytoplasmas bestimmt werden sollen, je nach der Disso- 
ziationskonstanten des verwendeten ,,neutralisierenden“ Farbstoffes bei 
verschiedenen Werten der cH+. ,,.Der nach Vitalfarbung mit starker disso- 
ziierten basischen Farbstoffen an lebenden Zellen zu beobachtende elektro- 
phoretische Umschlagspunkt wird durch den Dissoziationsgrad des benutzen 
Farbstoffes und den physiologischen Zustand der Zellen bedingt. Er hat 
nichts mit dem IEP, des lebenden Zytoplasmas zu tun.* 


Aus der Kélbel-Drawertschen Kontroverse ist zur Frage nach den 
Vorzeichen und den Groen der Sorptionsverhaltnisse in der Hefezelle nur 
eine einzige iibereinstimmende Antwort zu schépfen. Die Zellmembran soll 
keinen Ampholyt-, sondern einen konsequenten Azidoidcharakter haben. 
Sie soll eine negative Ladung und sowohl im sauren als auch im alkalischen 
Medium die Tendenz zur anodischen Wanderung verursachen. Weniger 
iibereinstimmend ist die Antwort auf die Frage nach dem Ladungscharakter 
und der LadungsgréRe des Zytoplasmas. Wenn auch die Zerstérung der 
Plasmastruktur, wie es Drawert meint, starke elektrostatische Ladungen 
frei werden |a@t, die dann in ihren Wirkungen die Membranladung stark 
zu iiberténen vermégen, so darf man wohl nicht eine absolute Elektro- 
neutralitat des lebenden Plasmas als gegeben annehmen. Es ist durchaus 
méglich, daB die zum Leben befahigte Struktur des Plasmas gegeniiber 
der zerstérten und zum Leben unfahigen Struktur eine im Vorzeichen 
andere Ladung hat. Es kann auch sein, daf sie bei gleichem Vorzeichen 
eine mindere Ladung hat, die bei der Zerstérung der euvitalen Struktur 
starker wird, worauf Kélbel (1947) die Unterschiede der vitalen und 
letalen fluorochromatischen Reaktion nach Strugger (1944) zuriickfiihrt. 
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Eine Ladung und austauschfahige, d. h. dissoziierende lonenadsorption mu 
aber auch im Plasma, das zum Leben fiahig ist, gegeben sein, sonst hatte das 
Plasma keine variable Quellungsfahigkeit und die Pflanzenzellen kénnten 
nicht die Austauschreaktionen, die physiologische Versauerung bzw. die 
physiologische Alkalisierung ihrer Medien, demonstrieren. 

Aus der Kélbel-Drawertschen Kontroverse ist dann aber auch ein 
Problem hervorgegangen, das zu kliren fiir die Methodik der Bestimmung 
des Adsorptionspotentials sehr wichtig ist. Ob man es mit der Membran- 
ladung oder mit den Ladungen des Plasmas pflanzlicher Zellen zu tun hat, 
in beiden Fallen nehmen die genannten Autoren an, daft die Richtung der 
kataphoretischen Wanderung den Ladungssinn von Adsorptionsflaichen der 
betreffenden Zelle, d. h. den Ladungssinn des Adsorbens anzeigt. Im Gegen- 
satz dazu ist es auch méglich, daf der Richtungssinn der kataphoretischen 
Wanderung durch den Ladungssinn der adsorbierten Ionen, also durch die 
Adsorbatladung bestimmt wird. In der nachfolgenden Abhandlung soll 
dariiber ein Urteil gefallt werden, ob die Bewegungsrichtung der Zelle im 
Spannungsfeld der Kataphoreseapparatur durch die Eigenladung der 
Ampholytionen oder durch die an diesen Ladungen adsobierten Ionen, ob 
die Richtung der Bewegung also durch die Adsorbensladung oder durch die 
Ladungen des Adsorbates verursacht wird. 

Weiter wird zu untersuchen sein, inwieweit die Lage eines feststellbaren 
Wendepunktes der kataphoretischen Wanderungsrichtung durch den Ein- 
flu@ verschiedener Charaktere von Kationen und Anionen der Laugen, 
Sauren und Salze des Suspensionsmittels mitbestimmt wird. Wenn namlich 
die Richtung der kataphoretischen Wanderung durch die Adsorbatladungen 
mitbestimmt wird, dann mu angenommen werden, daf durch die ver- 
schiedenen Dissoziationskonstanten der jeweiligen Bindungen unterschied- 
lichhe Wendepunkte der kataphoretischen Wanderungsrichtung auftreten. 
In solchem Falle kénnte dann nicht von einem IEP oder einem IEPy im 
Sinne Kélbels gesprochen werden, denn der IEP muf in jedem Falle 
unabhangig von der Art und der Konzentration der Saureanionen und 
Basenkationen der die cH* regulierenden Pufferlésungen sein (vgl. 
Michaelis und Davidsohn 1910). 


Fragen der Methode und des Materials 


Fiir die Versuche ist eine Mikrokataphoreseapparatur verwandt worden, 
die auf einem Mikroskop aufgeschraubt werden konnte. Elektrodenhalter 
und Stromzufiihrungen waren auf der Apparatur, also auch auf dem 
Mikroskop fest angebracht, wodurch eine optimale Arbeitssicherheit er- 
reicht werden konnie. Als Kataphoresekammer diente ein Objekttrager, 
auf dem vier langere Deckglasstiicke so aufgeklebt waren, dafi ein laing- 
licher Trog von 8 X 40mm entstand. Die Kammer war nach oben durch 
ein Deckglas von 16 X 24mm abgeschlossen, das von der Kammerfliissigkeit 
beriihrt und benetzt wurde. An den vom Deckglas nicht bedeckten Enden 
der Kammer tauchten die Elektroden in die Fliissigkeit ein. Die Fliissig- 
keitselektroden waren, wie Drawert (1951) empfohlen hat, so angebracht, 
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daft der Kontakt zwischen den Elektroden und der Kammerfliissigkeit nur 
durch die Kohision der Pufferlésung aufrechterhalten wurde; die Kata- 
phoresekammer konnte dadurch frei unter den Elektroden hinweggezogen 
werden, wodurch ein schnelles Wechseln der Kammer méglich war. 

Als Elektroden wurden ,nicht polarisierbare“ 0,1 molare KCl-Agarelek- 
troden nach Gicklhorn und Umrath (1928) verwandt. Ihre Fassungen 
waren gebogene Glasrohre von 8mm innerem Durchmesser, die an dem 
Ende, das den Strom in die Kataphoresekammer einfiihrte, zu Kapillaren 
von 1 bis 144mm Starke ausgezogen worden waren. Schwankungen des 
Elektrodendurchmessers innerhalb dieser Grenzen hatten auf den inneren 
Widerstand der Elektroden keinen nennenswerten Einflu8. Es wurde aber 
trotzdem bei den zu vergleichenden Versuchen stets dasselbe Elektroden- 
paar benutzt, so daf sich mégliche Fehler kompensierten. Die Strom- 
zuleitung zu den Fliissigkeitselektroden geschah mit 0,1 mm starkem Platin- 
draht, der nach den Angaben von K 61 be] (1947) als Spirale in den Elek- 
trodenagar eingefiihrt wurde. Im Laufe der Untersuchungen hat sich je- 
doch herausgesteilt, daf es praktischer ist. die Platinspirale nur bis in die 
0,1 mol KCI-Lésung zu fiihren, die iiber dem Agar steht, weil dann die Gase, 
die beim StromdurdhfluB elektrolytisch entstehen, besser abgeleitet werden. 


Als Stromquelle stand eine Anodenbatterie von 120 Volt Spannung zur 
Verfiigung. Mit einem Potentiometer von 50 kQ konnte die Stromstirke fiir 
die laufenden Versuche auf 1,5mA eingestellt werden. Die Schwankungen 
der Stromstarke waren in keinem Fall gréBer als + 3%. 


Als Puffer benutzte ich zunichst einen Zitronensiure-Natriumphosphat- 


Puffer, der einen Bereich der cH+ von pH 2.2 bis pH 8.0 umfafte. Als 
weitere Pufferlésungen kamen ein Essigsaure-Natriumazetat-Puffer, ein 
Natriumphosphatpuffer (prim. und sek. Phosphat), ein Zitronensaure- 
Natriumzitrat-Puffer und ein Oxalsaiure-Natriumoxalat-Puffer zur Ver- 
wendung. Samtliche Pufferlésungen sind in 0,1 molarer Konzentration an- 
gesetzt worden. Die genaue cH+ der einzelnen Pufferlésungen ist mit der 
Chinhydronelektrode unter Verwendung des lonometers nach Lauten- 
schlager gemessen worden. Die Genauigkeit der Messung betrug 0,01 Zehner- 
potenz der cHt+. 

Fiir den Hauptteil der Versuche nahm ich frische Biackerhefe (Saccharo- 
myces cerevisiae). Die Lebendkontrolle geschah einmal durch Fluorochro- 
mierung mit Acridinorange (Strugger 1944), zum andern durch Be- 
stimmen der Wanderungsrichtung im Kataphoreseversuch. Bei relativ hoher 
cH+ (pH 2.0 bis pH 2.4) bewegten sich lebende Hefezellen in einem 0,1 mol 
Zitronensaiure-Natriumphosphat-Puffer zur Kathode, wahrend tote anodisch 
wanderten. Die lebende Hefe ist fiir die Untersuchungen in der 100fachen 
Menge der jeweiligen Pufferlésung suspendiert worden. Tote Hefe, wie sie 
fiir die Vergleichsuntersuchungen benétigt wurde, ist in folgender Weise 
hergestellt worden: Ich schhwemmie etwa ein Gramm Prefhefe in der fiinf- 
fachen Menge Beneckelésung auf. Die Suspension erwarmte ich im Wasser- 
bad auf 100°C, ohne daft die Hefesuspension dabei zum Kochen kam und 
hielt sie dann noch drei Minuten bei dieser Temperatur. Darauf lief ich 
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sie unter fliefendem Wasser in 30 Sekunden auf Zimmertemperatur ab- 
kiihlen. Zum Vergleich wurde eine Hefesuspension nach dem Erwiarmen 
und Halten im Wasserbad bei 100°C iiber direkter Flamme sprudelnd ge- 
kocht und dann wie iiblich behandelt. Diese Aufschwemmungen von toter 
Hefe sind fiir die Versuche mit der 20- bis 40fachen Menge von Pufferlésung 
gemischt worden. 


Ergebnisse der Versuche 


Die lebenden Hefezellen sollen nach Kélbel (1947) und nach Dra- 
wert (1951) summarisch den Charakter eines Séureanions haben. Eigene 
Versuche konnien dies bestatigen. Die lebende Hefe nimmt in schwach 
sauren Bereichen der cH+ des Dispersionsmittels iiberwiegend Kationen im 
Austausch gegen Wasserstoffionen auf. 

Fiinf Gramm Prefhefe suspendierte ich in 50 ml 0,1 mol KCl-Lésung, die 
eine cH+ von pH 5,75 hatte. Nach 30 Minuten zentrifugierte ich die Hefe von 
der Lésung ab und mafi erneut die cH+ der Lésung, die nun bei pH 4,97 
lag. Es war eine Versauerung der KCl-Lésung eingetreten, die nur so zu 
erklaren ist, daf die Wasserstoffionen von der Hefe im Austausch gegen 
Kaliumionen geliefert worden sind, was andererseits nur dann méglich ist. 
wenn die Zellampholyte in der Gesamtheit summarisch anionisch geladen 
sind. 

Im Gegensatz zu Kélbel und Drawert wanderten in meinen 
Kataphoreseversuchen die lebenden Hefezellen aber nicht zur Anode, son- 
dern in Zitronenséure-Natriumphosphat-Puffern im Bereich der cH+ zwi- 
schen pH 2,5 und pH8,.0 immer zur Kathode (vgl. Tab. 1, Pos. 3). Man ist 


somit zu der Annahme gezwungen, daft die Hefezellen im Spannungsfeld 
nicht nach der akuten anionischen Eigenladung ihrer ampholytischen 
Kolloide, sondern mit der Ladung der adsorbierten und dissoziierenden 
Tonen (Kationen) wandern. 


Zunachst mute festzustellen versucht werden, wie es kommen konnie, 
dai Kélbel und Drawert die anodische Wanderung der lebenden Hefe- 
zellen zu beobachten vermeinten. Der Unterschied zwischen den K 61 be l- 
schen und Drawertschen Beobachtungen einerseits und meinen Beob- 
achtungen andererseits ist nicht etwa auf einen anderen physiologischen Zu- 
stand der Hefe meiner Versuche zuriickzufiihren. K6]lbel und Drawert 
muften sich geirrt haben, als sie die Strémungserscheinungen beurteilten, 
die in der Kataphoresekammer auftraten. 


Bei der Beurteilung der Verhaltnisse in der Kataphoresekammer hat 
man zunachst daran zu denken, daf eine Wanderung der Elektrolytionen 
im Spannungsfeld stattfinden muff, was bei ungleicher Hydratation der 
lonen eines Elektrolyten eine elektroosmotische Verlagerung von Wasser 
zur Folge hat und daft die Zellen vielleicht in dieser Wasserbewegung 
passiv mitgeschleppt werden kénnen oder ihre Eigenbewegung im Span- 
nungsfeld gegen oder mit dieser Wasserbewegung ausfiihren miissen. Hat 
man anzunehmen, daft die Wanderung der Hefezelle nicht passiv im elek- 
troosmotischen Strom, sondern aktiv in eigener Kataphorese geschieht, dann 





Uber Kataphoreseversuche mit Hefezellen 311 


ist zu bedenken, dafi die kataphoretische Bewegung der Zelle ebenfalls 
eine elektroosmotische Wasserbewegung verursacht. Wiirde man, wie 
K 6lbel (1947) es tat, mit der Kataphoresekammer wie mit einer Kapillare 
rechnen, dann waren nach der Formel von Smoluchowski (1921) 


1 Ex 
oaa(t 2/5) 


(D ist die Héhe der Kammer, in der sich bei Annaherung an die Grenz- 
flache Lésungsmittel —Glaswand die elektroosmotisch verursachte Bewe- 
gung des Lésungsmittels dem Wert Null nahert, wahrend d die Gesamthohe 
der Kammer ist) weder in der bodennahen noch in der deckelnanen Liésungs- 
schicht nennenswerte elektroosmotische Wasserbewegungen zu erwarten. 
Das Lésungsmittel wird dort unter der Gewalt der Adhiasion festgehalten. 

Die Formel ist fiir elektroosmotische Wasserbewegungen in Kapillaren, 
in denen keine Gegenstrémung herrscht, zutreffend. Die Kataphorese- 
kammer ist aber keine Kapillare ohne Gegenstrémung. Wenn in der Kata- 
phoresekammer Wassermassen elektroosmotisch bewegt werden, dann muf 
unter hydrostatischem Zwang eine Gegenstrémung zustande kommen, die 
in der bodennahen und in der deckelnahen Liésungsschicht ebenso durch den 
Zwang der Adhasion gehindert wird wie die elektroosmotische Bewegung 
nach Smoluchowski. Die Zirkulationsbewegung einer Elektrolytlésung 
in einer Kataphoresekammer ist also nicht so einfach anzunehmen, wie sie 
von K 6lbel dargestellt wurde, der in den mittleren Kammerschichten eine 
Elektroosmose und in der Boden- und Deckelnahe Riickstrémungen er- 
wartete. Sofern man es nicht mit einer elektroosmotisch bedingten Sitré- 
mungsrichtung in einer beiderseits offenen Kapillare, sondern mit einer 
elektroosmotisch und hydrostatisch bedingten Zirkulationsbewegung in 
einem Raum zu tun hat, ist der Sachverhalt komplizierter. Man muf dann 
mit drei Bewegungstendenzen rechnen: 1. mit der elektroosmotischen Stré- 
mung, 2. mit der Bewegung Null im Bereich der Grenzflachenadhiasion und 
3. mit einer Gegenstrémung im Bereich des geringsten Widerstandes, dessen 
Lage nicht leicht zu berechnen ist. Die Lage eines Bereiches des geringsten 
Widerstandes ist von einer grofen Anzahl unbekannt variabler Faktoren 
abhangig, die in der oben genannten Formel nicht beriicksichtigt sind. Die 
Probleme unserer Kataphoresekammer beriihren diese Dinge aber erst in 
zweiter Linie. Es ist zunachst etwas anderes zu beachten, was die Zirku- 
lationsbewegung in der Kataphoresekammer beherrscht. 

Der Inhalt unserer Kataphoresekammer ist keine reine Elektrolyt- 
lésung, deren Trager nur unter dem Zwang der Lésungstension und der 
Oberflachenaktivitat konstant verteilt sind. Unsere Hefeaufschlemmung in 
der Kataphoresekammer ist eine kolloide Suspension, deren Teilchen durch 
Ionenadsorption Ladungstrager mit grofer Ladungsdichte, also starke 
Ladungstrager sind und infolge ihrer Sedimentation eine ungleiche und 
inkonstante Verteilung der Ladungstrager bewirken. Diese Tatsachen lassen 
ganz andere Verhialtnisse erwarten, als sie fiir eine Elektrolytlésung in einer 
Kapillare anzunehmen sind. 
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Ist das suspendierte Zellmaterial in der Kataphoresekammer gleich- 
maBig verteilt, dann wandern die Zellen im Spannungsfeld in der Richtung, 
die durch die elektrostatischen Ladungen der an die Zellampholyte adsor- 
bierten und dort dissoziierenden Ionen bestimmt wird. Die Zellen bewegen 
dabei nicht nur ihr eigenes Volumen, sondern auch erhebliche Fliissigkeits- 
mengen in Form des Hydratationswassers nach dem einen Ende der Kata- 
phoresekammer, und das dort verdraingte Wasser muff auf Grund des 
hydrostatischen Uberdruckes, der sich maximal nach unten auswirkt, vor- 
nehmlich am Kammerboden eine Riickstrémung verursachen. Der Riick- 
strom erfahrt dort eine Hemmung durch die Adhision des Lésungsmittels 
an der Grenzfliche. Es muff daher mit einer maximalen Riickstrombewe- 
gung in einer gewissen Entfernung von der Grenzflache gerechnet werden. 
Die Zellen, die sich am Boden der Kammer oder in unmittelbarer Nihe des- 
selben befinden, bewegen sich dann in der zur eigentlichen kataphoretischen 
Wanderung entgegengesetzten Richtung, sie werden vom Riickstrom mit- 
genommen. Es kann auch sein, daf in der bodennahen Lésungsschicht sich 
die Zellen im Spannungsfeld gar nicht zu bewegen scheinen, daf sie schein- 
bar stillstehen. Sie bewegen sich dabei aber ebenso wie die Zellen in 
héheren Lésunggsschichten, werden jedoch von der entgegengerichteten Be- 
wegung des Lésungsmittels in entgegengesetzter Richtung verschleppt. 
Wenn sie stillzustehen scheinen, dann haben ihre kataphoretische Wande- 
rung und die entgegengerichtete Riickstrémung gleiche Geschwindigkeiten, 
so daft die Zellen fiir den Beobachter ruhen. Man kann dies leicht nach- 
weisen, indem man wiahrend der Beobachtung den Strom ausschaltet. Der 
Bewegungsimpuls der Kataphorese setzt dann aus, das Verschlepptwerden 
durch die Riickstrémung halt aber noch kurze Zeit an, wobei die schein- 
hare Wanderung verstiarkt wird oder die scheinbar unbewegten Hefezellen 
sich in der Richtung des Riickstromes zu bewegen beginnen. 


Kélbel nahm dagegen an, daf sich der Riickstromeffekt sowohl am 
Kammergrunde als auch an der oberen Begrenzung der Kammer auswirke. 
Dies kann jedoch nicht sein, weil sich der hydrostatische Druck, wie schon 
erwihnt wurde, unter diesen Bedingungen nach unten auswirken muf. 
Kélbel und auch Drawert haben eine entgegengesetzte Wanderung 
der Hefezellen an der oberen Grenzfliche der Kammer, soweit die Ver- 
Offentlichungen dariiber Aufschlu® geben, nie beobachtet, und auch in 
meinen Versuchen trat sie niemals auf. 

Die elektroosmotische Strémung und die Riickstr6mung des Lésungs- 
mittels in der Kataphoresekammer muften nicht nur eingehend untersucht 
werden, weil der Gegensatz der Kélbel-Drawertschen Berichte zu 
meinen Befunden aufzukliren war. Was in der Kataphoresekammer vor- 
geht, muf unter allen Umstanden fiir die Urteilsbildung eindeutig zu er- 
kennen und zu verstehen sein. Es ist dies eine zentrale und alles ent- 
scheidende Forderung der methodischen Grundlagen der Untersuchungen. 


Wie sich das Sachverhalten aufklarte, wird in den folgenden Zeilen 
kurz dargestellt: Bei der Hefe hat man es mit Zellen zu tun, die in der 
Kataphoresekammer sehr rasch sedimentieren. Man hat im Versuch also 
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nicht nur eine horizontale, sondern auch eine vertikale Bewegung der Zellen 
zu beachten. In meinen Versuchen hatte die Kammer eine Hohe von 0,2 bis 
0.3mm. Innerhalb % bis 1 Minute nach Versuchsbeginn sammelten 
sich etwa 95% der Zellen auf dem Boden an, und nach 2 bis 3 Minuten 
waren im oberen Kammerraum meist iiberhaupt keine Zellen mehr zu 
finden. Um den von Kélbel beschriebenen Effekt, da die Hefezellen 
beim Kataphoreseversuch in der Kammermitte im Spannungsfeld ent- 
sprechend ihrem Ladungssinn und am Kammergrund mit der Riickstré- 
mung des Lésungsmittels entgegengesetzt wandern, beobachten zu kénnen, 
mufte ich spatestens 5 Sekunden nach dem Einbringen der Hefesuspension 
in die Kataphoresekammer die Spannung anlegen und die Wanderungs- 
richtung ermitteln. Wahrend weiterer 15 bis 30 Sekunden dnderten sich 
die Verhaltnisse namlich grundlegend. Die auf dem Kammerboden je nach 
der urspriinglichen Suspensionsdichte inzwischen mehr oder weniger dicht 
angesammelien Hefezellen wanderten nun eindeutig in Richtung ihres 
elektrostatischen Ladungssinnes, bei negativer Adsorbatladung also zur 
Anode, bei positiver zur Kathode. Wie ist dies zu erklaren? 


Je mehr Hefezellen sich am Kammerboden angesammelt haben, um so 
mehr adsorbierte Ionen sind dort relativ eng versammelt und um so gréfere 
Anteile des Lésungsmittelvolumens dieser Schicht stellen die Hydratations- 
hiillen der im Spannungsfeld wandernden dispergierten Teilchen. Was am 
Anfang des Versuches der hydrostatische Druck an der Elektrode vermodhie, 
namlich im unteren Teil der Kammer einen Riickstrom zu erzwingen, ist 
jetzt nicht mehr méglich, denn es stehen jetzt im unteren Teil der Kammer 
eine vielfach gréfere Anzahl Ladungseinheiten und hierdurch groéfere 
Volumenteile des Lésungsmittels in dem Bewegungsimpuls, der vom Span- 
nungsfeld ausgeht. 


Die Starke des elektroosmotischen Stromes ist ja nicht nur von der 
angelegten Spannung abhiangig, sondern steigt auch bei konstanter Span- 
nung mit der Ladungsdichte im Lésungsmittel. In einer Elektrolytlésung be- 
wirkt die Lésungstension eine gleichmafige Ladungsdichte, die nur durch 
die Oberflachenaktivitat des Gelésten differenziert wird. Soweit durch die 
Oberflachenaktivitat eine Verdichtung der Ladung an festen, unbeweglichen 
Grenzflachen zustande kommt, kann sich diese nicht stromverstarkend aus- 
wirken. Es ist dort die Hemmung gegeben, die an Hand der Smolu- 
chowskischen Formel besprochen wurde. Anders ist es, wenn suspen- 
dierte Hefezellen auch Grenzflichen darstellen, und das tun sie sinngemaf, 
weil sie starke Adsorbentien sind. Sie verdichten die elektrostatischen La- 
dungen der Lésungen schon an sich, und wenn sie sedimentieren, dann hat 
dies eine einseitige Ladungsverdichtung im Lésungsraum zur Folge, die 
bei gleichbleibend angelegter Spannung eine erhéhte Starke des elektro- 
osmotischen Stromes dort erwirken muf, wo die Verdichtung gegeben ist. 


Bewirkte in unserer Kataphoresekammer vorher der vom Spannungs- 
feld herriihrende Bewegungsimpuls einen elektroosmotischen Strom in den 
oberen Lésungsschichten und der vom hydrostatischen Druck herriihrende 
Bewegungsimpuls einen Riickstrom in den unteren Lésungsschichten, dann 
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miissen mit zunehmendem Sedimentieren der Hefezellen und mit dem da- 
mit verbundenen Verdichten der Ladungstrager in den unteren Lésungs- 
schichten gréBere Massen Wasser gegen die Wirkung des hydrostatischen 
Druckes bewegt werden. Es muff deshalb bei einem gewissen Grad des Sedi- 
mentierens zum Stillstand und dann zur Umkehr der Strémungsbewegung 
kommen, die in den oberen Schichten des Kammerraumes elektroosmotisch 
und in den unteren Schichten in entgegengesetzter Richtung durch den 
hydrostatischen Druck bedingt war. In den bodennahen Sdhichten des 
Kammerraumes. wird dann die wirkliche kataphoretische Wanderung der 
Zellen mit der elektroosmotischen Str6émung und in den héheren Schichten 
die Riickstrémung der verdrangten Wassermengen und ein passives Riick- 
wiartsbewegtwerden der dort noch vorhandenen wenigen Hefezellen statt- 
finden. 

Die Umkehr der Zirkulationsstr6mung im Kammerraum ist nicht nur 
vom Mengenverhiltnis der in den oberen und unteren Schichten des Kam- 
merraumes suspendierten Zellen abhangig. Bevor das Sedimentieren der 
Zellen sich auswirkt, ist die durchschnittliche absolute Suspensionsdichte in 
besonderer Funktion mitbestimmend. Bei sehr geringer Suspensionsdichte 
(25mg Hefe im Liter Lésungsmittel) wandern die Hefezellen in allen 
Schichten der Kataphoresekammer im Spannungsfeld auf Grund ihrer 
Ladung. Die Wirkung eines hydrostatisch bedingten Riickstromes macht 
sich nicht bemerkbar. Bei etwas gréferer Suspensionsdichte beginnt der 
hydrostatisch bedingte Riickstrom in den bodennahen Schichten. Bei noch 
gréRerer Suspensionsdichte (1 bis 10g Hefe im Liter Lésungsmittel) kann 
man kaum geniigend schnell arbeiten, um eine Beobachtung zu erzielen, 
bei der das Sedimentieren noch keine Rolle spielt. Es ist dann leicht még- 
lich, da® man Verhiltnisse erfaft, bei denen ein bodennaher Riickstrom 
des Dispersionsmittels und die kataphoretische Wanderung der bodennahen 
Hefezellen gleiche Geschwindigkeiten haben, was, wie schon gesagt wurde, 
dem Beobachter einen Ruhezustand, ein Nichtwandern vortauscht, von dem 
er vielleicht irrtiimlich auf einen IEP schlieBt. Ist das Sedimentieren etwas 
weiter fortgeschritten, dann wandern die Hefezellen in den bodennahen 
Schichten kataphoretisch entsprechend ihrer Ladung und bewegen elektro- 
osmotisch Wassermengen, die einen hydrostatischen Riickstrom in den 
hdheren Schichten finden miissen, wo dann auch ein Stillstand der Wan- 
derung vorgetauscht werden kann, wenn die kataphoretische Wanderung 
der Hefezellen und der Riickstrom des Dispersionsmittels gleiche Geschwin- 
digkeiten haben. Der solcherweise scheinbare Ruhezustand kann, wie schon 
oben gesagt wurde, leicht als Gleichgewichtslage der kataphoretischen Wan- 
derung und des antibaten, hydrostatisch bedingten Riickstroms nachge- 
wiesen werden, weil nach dem Abschalten der Spannung nur der kata- 
phoretische Impuls sofort aussetzt und der entgegengerichtete Impuls etwas 
nachhaltig wirkt, also die scheinbar ruhenden Zellen dann plétzlich mit 
dem Riickstrom bewegt werden. 


Bisher war noch nicht die Frage gestellt worden, welchen Einflu& die 
nichtadsorbierten freien Elektrolyte auf die Erscheinungen der kataphore- 
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tischen Wanderung haben. Auch sie wandern im Spannungsfeld und kénnen 
nach dem Unterschied der Hydratation ihrer Kationen und ihrer entgegenge- 
richtet wandernden Anionen eine elektroosmotische Bewegung des Lésungs- 
mittels nach der Kathode oder nach der Anode und dementsprechend einen 
hydrostatisch bedingten Riickstrom verursachen, wobei vielleicht suspen- 
dierte Zellen passiv verschleppt werden, insbesondere dann passiv ver- 
schleppt werden, wenn sie selbst nur gering elektrostatisch geladen sind. 
Wir haben es aber, wie in dieser Abhandlung gezeigt wird, bei den Hefe- 
zellen mit Kérpern zu tun, die variabel Verdichtungen der Ladungstrager 
im Lésungsraum bewirken. Bei den cH+ und den Konzentrationen der 
Elektrolyte der Versuchsanordnung zur Frage nach der Wanderungsrich- 
tung ist immer mit relativ starken Ladungen der suspendierten Zellen 
zu rechnen. Wo sie sich im Ladungsraum schichtweise sammeln, miissen 
notwendig Lésungsschichten mit grofer Ladungsdichte zustande kommen, 
in denen die kataphoretische Wanderung einen starken elektroosmoti- 
schen Strom bewirkt. Diese Schichten beherrschen dann alle Bewegungen 
im Lésungsraum. Der hydrostatisch verursachte Riickstrom muf sich den 
Weg des geringsten Widerstandes suchen und kann nie in den Lésungs- 
schichten fliefen, in denen die Ansammlung der Zellen erfolgt, wenn diese 
starkere Ladungen haben. 


Es ist nun die Frage zu beantworten, wie und wann in der Versuchs- 
anordnung der Richtungssinn der kataphoretischhen Wanderung von Hefe- 
zellen mit Sicherheit zu beurteilen ist. Nach den Umstianden, die oben 
dargelegt wurden, gibt es nur eine Situation in der Kataphoresekammer, die 
ein eindeutiges Urteil erlaubt. Es muf die Suspension der Hefezellen so 
weit verdiinnt werden, daf bei nahezu vollstandiger Sedimentierung in 
bodennahen Schichten zwar mit einer méglichst grofen Verdichtung der 
Ladungstrager zu rechnen ist, aber auch noch die Bewegung einzelner Zellen 
mikroskopisch verfolgt werden kann. Zur Kontrolle, daf die festgestellte 
Bewegung kein passives Mitgenommenwerden in einem Riickstrom ist, mu 
beobachtet werden, ob die Bewegung nach dem Abschalten der Spannung 
sofort aufhért oder ob sie noch eine Weile weitergeht oder gar beschleunigt 
wird. Geht sie mit nicht plétzlich verminderter Geschwindigkeit weiter, 
dann handelt es sich um ein rein passives Mitgenommenwerden, was bei 
nichtgeladenen Zellen méglich ist. Hért die Bewegung plétzlich auf oder 
wird die Geschwindigkeit der Bewegung plétzlich vermindert, ohne daf sie 
ganz aufhért, dann war die Bewegung kataphoretisch. Tritt in Erscheinung, 
daf bei beobachteter geringer Bewegung nach dem Abschalten der Span- 
nung die Bewegung beschleunigt wird, dann war es eine gegen einen star- 
keren Riickstrom gerichtete kataphoretische Bewegung. 


Wird die Kontrolle nicht vernadchlassigt, dann hat die Methode, eine 
kataphoretische Wanderung der Hefezellen nach dem Sedimentieren zu be- 
obachten, ausreichende Sicherheit fiir ein eindeutiges Urteil iiber den Rich- 
tungssinn der Wanderung. Es kommt iibrigens dann nie vor, daft die sedi- 
mentierten' bodennahen Zellen nach dem Ausschalten der Spannung nicht 
sofort stillstehen. Nur bei den noch in héheren Lésungsschichten schweben- 
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den einzelnen Nachziiglern des Sedimentierens, die sich gegen einen star- 
keren Riickstrom bewegt haben, vermerki man eine Beschleunigung oder 
eine Umkehr in den Richtungssinn des Riickstroms. 

Nach der oben beschriebenen Analyse der Vorginge in der Kataphorese- 
kammer war es klar, daf nur die Wanderung der Hefe nach dem Sedimen- 
tieren, d. h. nach dem Ansammeln einer relativ grofen Ladungsdichte iiber 
dem Boden der Kammer und einer weitgehenden Verminderung der La- 
dungsdichte im iibrigen Kammerraum, ein eindeutiges Urteil iiber die Wan- 
derungsrichiung zulaft. 


Wie oben auch besprochen wurde, ist am Kammerboden im Bereich der 
groRten Adhiasion mit einer Hemmung der Wanderung zu rechnen. Die 
Hemmung ist bei der Wanderung der Hefezellen auch tatsiachlich zu ver- 
merken. Sie wirkt sich aber nur an der Seite der Hefezelle aus, die dem 
Boden aufliegt oder, besser gesagt, zugekehrt ist. Sie kinnte den Boden nur 
dann unmittelbar beriihren, wenn sie stairker als die den Boden benetzende 
Fliissigkeit an ihm haften wiirde, und sie wire dann wahrscheinlich un- 
beweglich. Man muff annehmen, daf die Hefezelle nur mit ihrer dem Boden 
zugekehrien Seite in den starkst wirkenden Adhiasionsbereich, d. h. in den 
Bereich einer relativ starken Minderung der Beweglichkeit kommt und zu- 
mindest auf dieser Seite eine starkere Hemmung erfahrt als auf der dem 
Boden abgewandten Seite. Nach dem Sedimentieren ist naimlich ihre Be- 
wegung kein Gleiten, sondern ein Rollen, d. h. sie folgt dann an der Ober- 
seite leichter dem Zug im Spannungsfeld als an der Unterseite. 


Es werden hier in der Abhandlung kataphoretische Wanderungen von 
Zellen bei Anwendung verschiedener Suspensionsmittel verglichen. Es ist 
dabei nicht anzunehmen, daB der durch die Adhision in der Bodennihe 
gegebene Widerstand in allen Lésungen gleich ist. Es ist vielmehr mit 
Unterschieden zu rechnen, die als Fehler unvermeidbar sind und nicht be- 
riicksichtigt werden kénnen, weil ihre Gréfen unbekannt bleiben. Der 
Unterschied der Ladungsstirke und des Ladungssinnes, der durch das 
Variieren der Lésungsmittel sich ergibt, ist aber so bedeutend, dak mégliche 
Unterschiede in der Adhasionswirkung unberiicksichtigt bleiben kénnen. 


Unter Beachtung aller dieser Umstainde muf geurteilt werden, daf in 
meinen Kataphoreseversuchen Hefezellen nach dem Sedimentieren einer 
ausreichend dichten, aber fiir die Beobachtungsméglichkeit auch hinreichend 
verdiinnten Suspension in 0,1 mol Zitronensdure-Natriumphosphat-Puffern 
eindeutig zur Kathode wanderten (vgl. Tab. 1). 


Kélbel (1947) arbeitete bei seinen Kataphoreseversuchen mit Zell- 
suspensionen von etwa 3g Prefhefe pro Liter und beobachtete die Wan- 
derung der Zellen im Kammerraum, die nach seinen Angaben zur Anode 
wanderten, was Drawert (1951) bestatigte. Auf dem Kammergrund 
wanderten die Hefezellen aber sowohl bei K 61 bel als auch bei Drawert 
zur Kathode. Die Wanderungsrichtung der lebenden Hefe war also bei 
beiden Autoren ebenso wie in meinen Versuchen, wenn ich 0,1 mol Zitronen- 
siure-Natriumphosphat-Puffer verwandte, kathodisch, da die Wanderung 
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der Zellen auf dem Kammergrunde in der eigentlichen kataphoretischen 
Wanderungsrichtung erfolgt. 

Weitere Versuche zeigten, daff die konsequente kathodische Wan- 
derung lebender Hefe nur bei Anwendung des Zitronensadure-Natrium- 


Tab. 1. Kataphoretische Wanderungsrichtung lebender Hefezellen bei abgestuften 
Werten der cH+ verschiedener Pufferlésungen. (K = kathodische Wanderung, 
A = anodische Wanderung.) 


I II 


—_— 
=~ 
— 


IV 
K(A) 
(K)A 


pH 2,50 
pH 2,70 
pH 2,90 
pH 3,06 
pH 3,27 
pH 3,42 
pH 3,58 
pH 3,75 
pH 3,91 
pH 4,13 
pH 4,33 
pH 4,53 
pH 4,70 
pH 4,93 
pH 5,15 
pH 5,37 
pH 5,50 
pH 5,75 
pH 5,90 
pH 6,10 
pH 6,35 
pH 6,52 
pH 6,71 
pH 6,85 
pH 7,00 
pH 7,22 
pH 7,50 
pH 7,76 
pH 8,00 


AR RAR RA RAARAARARAARAARARA 


AAR AARAAKAAA 


AR KARA AAA 
FARA RAR RRR RAR RRA RAR ARR ARAAARAAA 


I=0,i mol Essigséure-Natriumazetat-Puffer. 
II = 0,1 mol Natriumphosphatpuffer. 
III1 = 0,1 mol Zitronensiure-Natriumphosphat-Puffer. 
IV =0,1 mol Zitronenséure-Natriumzitrat-Puffer. 
V=0,1mol Oxalsiure-Natriumoxalat-Puffer. 


phosphat-Puffers bzw. eines reinen Phosphat- oder Essigsiure-Natrium- 
azetat-Puffers zu beobachten war (vgl. Tab. 1). Nimmt man fiir die Kata- 
phoreseversuche einen Zitronensiure-Natriumzitrat-Puffer gleicher Kon- 
zentration, so wandert die lebende Hefe zwischen pH 2,90 und pH 6,35 zur 
Kathode, bei pH 2,70 und pH2,50 aber auch teilweise zur Anode. Noch 
Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 33 
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starker war die Erscheinung des abweichenden Verhaltens bei der kata- 
phoretischen Wanderung der lebenden Hefe in einem 0,1 mol Oxalsiure- 
Natriumoxalat-Puffer ausgepragt, in dem erst bei geringerer cH* als 
pH 4,33 eine rein kathodische Wanderung beobachtet werden konnte, wah- 
rend zwischen pH 2,50 und pH 4,33 die Wanderung wechselnd einmal star- 
ker anodisch, ein anderes Mal wieder starker kathodisch war (vgl. Tab. 1). 


Es mute zuniachst damit gerechnet werden, dafi die Puffergemische 
auf die Hefe toxisch wirkten, was zum Absterben der Zellen fiihren konnte, 
wodurch die Ladungen der Hefezellen, wie schon Kélbel (1947) und 
Drawert (1951) festgestellt haben, verandert werden. Insbesondere 
mute dies von dem Oxalsaure-Natriumoxalat-Puffer angenommen wer- 
den, dessen toxischer Einflu& auf die lebende Hefe deshalb besonders ge- 
prift wurde. Ich suspendierte hierfiir 5g frischer Hefe in 100ml des 
Puffers (pH 2,73). Nach 1 Stunde zentrifugierte ich die Hefe von der 
Pufferlésung ab und wusdch sie viermal hintereinander in aqua dest. aus. 
Die Lebendpriifung geschah durch Anfarben der Hefe mit einer Acridin- 
orangelésung 1:10000 (Strugger 1944) und durch Ermittlung der kata- 
phoretischen Wanderungsrichtung der Zellen in einem 0,1 mol Zitronen- 
sdure-Natriumphosphat-Puffer (pH 2,4), in dem lebende Hefezellen sich zur 
Kathode bewegen, wahrend tote anodisch wandern (vgl. Tab. 2). Es ist 
dabei fesigestellt worden, da noch mehr als 95% der Hefezellen lebten. 
Ebenso fiel eine Garprobe in 5%iger Rohrzuckerlésung positiv aus und 
ergab gegeniiber der Kontrolle mit lebender unbehandelter Hefe keinen 
Unterschied in der Girungsintensitat. Zudem wies die Hefe bei 28°C ein 
normales Wachstum auf. Die Giftwirkung des Oxalsaéure-Natriumoxalat- 


Puffers war also so gering, dafi sie bei den Versuchen vernachlassigt 
werden konnte. 


Es ist also tatsachlich so, da die lebende Hefe in starker sauren Be- 
reichen der cH+ des Suspensionsmittels je nach der Art des Saéureanions 
des verwendeten Puffers einmal konsequent kathodisch wandert, zum 
andern aber auch mit steigender cH+ die Wanderungsrichtung wechselt 
und sich mehr oder weniger stark zur Anode bewegen kann. 

Hefezellen, die durch Hitze abgetétet worden waren, zeigten in der 
Reihe der cH* (0,1 mol Zitronensdiure-Natriumphosphat-Puffer) einen drei- 
maligen Wechsel der Wanderungsrichtung (vgl. Tab. 2, Pos. 2). War die 
cH+ gréfer als pH 2,59, dann bewegten sich die Zellen zur Anode. Zwi- 
schen pH2,59 und pH3.06, besonders aber bei pH 2,85, wanderten sie 
kathodisch. Im Bereich zwischen pH3,06 und pH3,30 bewegten sie sich 
wieder in verstarktem Mafe zur Anode, wahrend bei niedrigeren cH+Wer- 
ten als pH 3,30 die tote Hefezelle ebenso wie die lebende konsequent zur 
Kathode wanderte. Dieses Verhalten der toten Hefezelle ist ahnlich wie das 
der lebenden in dem Oxalsiure-Natriumoxalat-Puffer, wo auch ein mehr- 
maliger Wechsel der Wanderungsrichtung erfolgte. Solches Schwanken des 
Vorzeichens im Adsorptionspotential um den Nullwert, wie es in starker 
sauren Dispersionsmedien beobachtet werden kann, ist also sowohl mit 
toten als auch mit lebenden Hefezellen zu demonstrieren. 
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Das kataphoretische Verhalten der toten Hefezelle scheint stark von der 
Art und der Intensitaét der Hitzebehandlung abhangig zu sein. La&t man 
namlich die Hefesuspension, nachdem sie im Wasserbad auf 100°C erhiizt 
worden ist, noch mehrere Minuten iiber direkter Flamme sprudelnd kochen, 


Tab. 2. Kataphoretische Wanderungsrichitung lebender und hitzefixierter Hefe- 
zellen bei abgestuften Werten der cH+ eines Zitronensdure-Natriumphosphat- 
Puffers. (K = kathodische Wanderung, A =anodische Wanderung.) 


I 


A 
K(A) 

K 
K(A) 
KA 


pH 2,40 
pH 2,59 
pH 2,85 
pH 3,06 
pH 3,30 
pH 3,54 
pH 3,76 
pH 4,03 
pH 4,28 
pH 4,46 
pH 4,72 
pH 4,93 
pH 5,17 
pH 5,39 
pH 5,54 
pH 5,77 
pH 5,97 
pH 6,12 
pH 6,42 
pH 6,58 
pH 6,76 
pH 6,88 
pH 7,03 
pH 7,16 
pH 7,36 
pH 7,50 
pH 7,66 
pH 7,86 
pH 8,00 
I= lebende Hefe. 
II = hitzefixierte Hefe (auf 100°C erhitzt, ohne Kochen). 


III = hitzefixierte Hefe (nach dem Erhitzen auf 100°C 3 Minuten sprudelnd ge- 
kocht). 


at altalhatalalalalalalalalalalalalalalalalalalalalalalalanan 
hal alalalalalalalalalalalalalaalalalalaalaa 
ah al alalalalalalalalalelalalaalalalalaalaala 


dann fehlt nachher die rein kathodische Wanderung zwischen pH 2,59 und 
pH 3,06, und es ist zwischen pH 2,59 und pH 3,30 nur ein allmahlicher Uber- 
gang von der anodischen zur kathodischen Wanderung zu vermerken. 

In den Tabellen findet man die Bezeichnungen (K) A oder auch KA 
oder K (A), was anzeigen soll, da in dem betreffenden Bereich der cH+ 
sowohl Zellen, die kathodisch, als auch Zellen, die anodisch wandern, vor- 


22* 
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kommen, wobei das Einklammern einen minderen Anteil der Art andeutet. 
Der oben gebrauchte Ausdruck ,,allmahlicher Ubergang“ soll also aussagen, 
daB bei einer cH+ héher als pH 2,59 wenige Zellen und auf pH 3,30 zu mehr 
und mehr Zellen ihre Bewegung in die Richtung zur Kathode umkehren, 
wihrend der jeweilige Rest die Bewegung zur Anode noch beibehilt. Unter 
solchen Umstanden ist der Zustand der kataphoretischen Unbeweglichkeit, 
d. h. die Elektroneutralitat, nur noch eine berechenbare, aber nicht mehr 
wahrnehmbare Gréfe. 


Besprechung der Ergebnisse 


Es wurde fesigestellt, daf{ die Hefezellen in neutralen bis schwach 
sauren und auch noch in verhaltnismafig stark sauren Pufferlésungen im 
Kataphoreseversuch kathodisch wanderten. Das Ergebnis steht im Gegen- 
satz zu dem, was Kélbel (1947) und Drawert (1951) berichtet haben. 
Beide Autoren stimmten darin iiberein, daf die Hefezellen anionisch ge- 
laden sind und auch anodisch wandern. 

Wenn Koélbel und Drawert nicht sowohl die Wanderungsrichtung 
als auch die aktuelle Ladung als anodisch bzw. anionisch bezeichnet hitten, 
dann ware kein Widerspruch gegeben. Die Hefezellen haben in schwach 
sauren Puffer- oder Salzlésungen tatsachlich eine anionische Ladung; sie 
nehmen im Austausch gegen Wasserstoffionen in der Hauptsache Kationen 
aus der Lésung auf, ihre Ampholytladung muf deshalb anionisch sein. Sie 
wandern in der Kataphorese aber nicht zur Anode, sondern zur Kathode, 
weil sie mit den adsorbierten und im gegebenen Moment dissoziierenden 
und leicht austauschbaren Ionen wandern. Der Gegensatz zwischen den 


K 6lbelschen und Drawertschen Beobachtungen einerseits und meinen 
Beobachtungen andererseits resultiert also nicht aus verschiedenen Auf- 
fassungen iiber die Ladung der Zellsubstanz, die einheitlich bezeichnet 
wird, sondern aus verschiedenen Feststellungen iiber die Wanderungsrich- 
tung. 


Hieriiber kann man zu verschiedenen Meinungen kommen, wenn das, 
was in der Kataphoresekammer vorgeht, nicht einheitlich beurteilt wird. 
In meinen Versuchen hat sich herausgestellt, da die Wanderungsrichtung 
der Zellen erst dann beurteilt werden darf, wenn die suspendierten Zellen 
sedimentiert sind und eine in der vertikalen Schichtung unveranderliche 
Einstellung der Ladungsdichten erreicht ist. In der bodennahen Schicht ist 
dann mit den sedimentierten Adsorbentien eine dichte Ansammlung der 
Adsorbatladungen gegeben, nach deren Vorzeichen die kataphoretische 
Wanderung und die elektroosmotische Bewegung des Dispersionsmittels 
erfolgt. Unter dieser Voraussetzung habe ich erfahren, da die Hefezellen 
in schwach sauren Pufferlésungen in jedem Falle sich zur Kathode beweger. 
Was in stark sauren Lésungen geschieht, kann in Abhangigkeit vom An- 
ionencharakter der Pufferlésung unterschiedlich sein. In einigen Puffern 
wandern die Zellen in stark sauren ebenso wie in schwach sauren Bereichen 
der cH+ zur Kathode. In anderen Puffern zeigte sich dagegen in Bereichen 
relativ hoher cH+ eine Anderung der Wanderungsrichtung, was eine Wan- 
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derung zur Anode zur Folge hatte. Bei der Bildung eines Urteils aus dieser 
Tatsache heraus sind folgende Momente in Betracht zu ziehen: 


1. Wiirde die Wanderungsrichtung des suspendierten Teilchens (Zelle) 
von der Ladung der ponderablen Substanz (Adsorbens) bestimmt, dann 
miiRte man die Zelle als kationisch geladen ansehen. Man miifte dann ent- 
sprechend weiter urteilen, daf mit zunehmender cH+ der Lésung die 
Dissoziation der an diese Kationen assoziierten Anionen, insbesondere der 
Hydroxylionen, steigt und die kathodische Wanderung zunimmt. Im 
Gegensatz dazu ist aus den Versuchen zu sehen, daf mit zunehmender cH+ 
cher ein Umkehr zur anodischen Wanderung zu erwarten ist. 


2. Ware die Zelle ein Ampholyt mit einer kataphoretischen Wande- 
rung im sauren Medium, wie sie unter 1. angenommen wurde, und dazu 
der Ladungswechsel nur von-einer antibaten Beziehung der Dissoziationen 
von Wasserstoff- und Hydroxylionen abhangig, dann kénnte der Umschlag 
in die andere Wanderungsrichtung nur durch eine Anderung der cH+ ver- 
ursacht sein. Im Gegensatz dazu ist aus den Versuchen zu ersehen, daft 
der Anionencharakter des Puffers entscheidet, ob und bei welcher cH* ein 
Wechsel der Wanderungsrichtung erfolgt. 


3. Aus 1. und 2. resultiert, daB nicht die Ladung der ponderablen 
Substanz (Adsorbens) den Wanderungscharakter des Teilchens bestimmt. 
Es wird vom adsorbierten Ion (Adsorbat) und dessen Dissoziation be- 
herrscht. Vergleicht man die kataphoretischen Wanderungen in verschie- 
denen Saéuremedien mit unterschiedlicher cH+, dann ist im Medium mit 
relativ geringer cH+ eine starkere Dissoziation der adsorbierten Wasser- 
stoffionen als in dem Medium mit relativ hoher cH+ zu erwarten. Sofern 
die Wanderungsrichtung nicht von der Ladung des Adsorbens, sondern 
vom dissoziierenden Adsorbat bestimmt wird, muB® die Wahrscheinlichkeit 
der kathodischen Wanderung mit verminderter cH+ des Mediums steigen. 
Wie weit durch Austausch adsorbierte andere Kationen mitbestimmend 
sind, wird sich nur bei genauerer Kenntnis der Lésungsverhaltnisse des 
Einzelfalles beurteilen lassen. Umgekehrt muf mit steigender cH+ die 
Wahrscheinlichkeit der kathodischen Wanderung geringer und die Wahr- 
scheinlichkeit der anodischen Wanderung gréfer werden. Bei hoher cH+ 
ist aber auch eine hohe Konzentration der Sdureanionen zu erwarten, die 
einen Austausch mit den Hydroxylionen erzwingen, was zur Folge hat, 
da nun nicht die Dissoziationskonstante der Verbindung Adsorbens- 
Hydroxylion, sondern die Dissoziationskonstante der Verbindung des Ad- 
sorbens mit dem ausgetauschten Saureanion das Feld beherrscht. Die Saure- 
amionen beherrschen das, was im starker sauren Medium geschieht, in zwei- 
facher Weise. Erstens beeinfluBt ihr Charakter die Dissoziation der Saure, 
aus der sie stammen, wovon ihre Austauschfahigkeit abhangt. Zweitens be- 
einfluRt ihr Charakter nach erfolgtem Austausch die Dissoziation der Ad- 
sorptionsbindung. Hieraus resultiert die Erscheinung, da im verhiltnis- 
mafig stark sauren Medium der Wechsel zur anodischen Wanderung be- 
ginnt und die Entscheidung zur Frage, ob und wo der Wechsel in der cH+- 
Reihe einsetzt, vom Anionencharakter der Saiure des Puffers abhingt. 
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Was Drawert (1951) im Gegensatz zu Kélbel (1947) zeigte, daf 
namlich ,nach Vitalfarbung mit starker dissoziierten basischen Farbstoffen“* 
verschiedene Umschlagspunkte der kataphoretischen Wanderung je nach den 
Dissoziationsgraden der Farbstoffe zu beobachten sind, kann mit dem 
gleichen Prinzip erklart werden, mit dem die Rolle der Saureanionen er- 
klart wurde. Die adsorbierten Farbstoffkationen dissoziieren je nach ihrem 
Charakter unterschiedlich aus der Adsorptionsbindung und wahrscheinlich 
insgesamt weniger als das Wasserstoffion oder andere Kationen. Sie haben 
andererseits grofe Teile der negativen Ladung des Adsorbens besetzt, so 
daf die Bedeutung dissoziierender Kationen vermindert ist und die Bedeu- 
tung der dissoziierenden Anionen vorherrschen kann. 

Was weder hier in meinen Versuchen noch in den oben zitierten Ver- 
suchen von Drawert (1951) aus den Anionen- und den Kationencharak- 
teren heraus erklart werden kann, ist der wiederholte Wechsel der Wande- 
rungsrichtung in dem starker sauren Bereich, in dem der Wechsel iiberhaupt 
stattfand. Uber die Ursachen dieses wiederholten Wechselns der kata- 
phoretischen Wanderungsrichtung der Hefezelle wird in einer weiteren Mit- 
teilung zu berichten sein. 


Zusammenfassung 


Die Wanderungsrichtung bei der Kataphorese der Hefezellen wird durch 
adsorbierte, im gegebenen Fall dissoziierende und deshalb austauschbare 
Ionen bestimmt. 

Dissoziieren vornehmlich Anionen, dann ist eine anodische, dissoziieren 
mehr Kationen, dann ist eine kathodische Wanderung zu erwarten. 


Die Art der beherrschenden Dissoziation ist nicht nur von der cH+, 
sondern, wie hier z. B. festgestellt wurde, auch vom besonderen Charakter 
der bei hoher cH+ durch Austausch in die Adsorption gehenden Anionen 
abhangig. Es muff dabei erwartet werden, daft artungleiche Anionen mit 
dem Adsorbens jeweils eine Bindung mit eigener Dissoziationskonstante 
geben. 

Unter diesen Voraussetzungen kann kein Dissoziationsgleichgewicht der 
Anionen und Kationen bei einer bestimmten cH+, also kein IEP, der Hefe- 
zelle, erwartet werden. Das Dissoziationsgleichgewicht der Hefezelle muf 
bei der Anwendung verschiedener Sauren, Basen bzw. Salze im Puffer des 
Suspensionsmittels bei unterschiedlicher cH+ gegeben sein. 

Uber analoge Kationenwirkungen und besondere Erscheinungen, die sich 
aus dem Umstand ergeben, daft eine Zelle mehrere Ampholyte enthalt, die 
sich unterschiedlich verhalten, wird in kiinftigen Abhandlungen berichtet. 
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Uber Kataphoreseversuche mit Hefezellen 
Il. Die Wanderungsgeschwindigkeit in der Kataphorese 
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Aus dem Institut fiir allgemeine Botanik der Friedrich-Schiller-Universitat Jena 
(Direktor: Prof. Dr. H. Wartenberg) 


Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 4, Marz 1956) 


In einer ersten Mitteilung (A. Wartenberg 1956) wurde berichtet, 
da die Wanderungsrichtung der Hefezelle im Kataphoreseversuch durch 
die Ladung der Ionen bestimmt wird, die an die Zellampholyte adsorbiert 
sind. Es regelt also hier zunachst nicht das Adsorbens, sondern das Adsorbat 
das Verhalten der Hefezelle. Die Umkehr der Bewegungsrichtung von der 
kathodischen zur anodischen Wanderung, wie sie in starker sauren Suspen- 
sionsmitteln stattfindet, ist auch nicht allein eine Funktion der cH+, wie 
man es aus der Theorie des IEP annehmen sollte. Das Einsetzen der Rich- 
tungsumkehr und der Wert des cH+-Bereiches, bei dem sie zustande kommt, 
werden vom Charakter der Anionen der als Suspensionsmittel verwendeten 
Pufferlésung mitbeherrscht. 

Bei den Untersuchungen stellte sich heraus, da die Umkehr in die ent- 
gegengesetzte Wanderungsrichtung im starker sauren Bereich der cH+ nicht 
nur einmal, sondern mehrmals hin und her erfolgen kann. In einem ungenau 
umgrenzten Bereich des Nullwertes der kataphoretischen Wanderung 
schwankt mit steigender cH+ die Wanderungsrichtung von der kathodischen 
in die anodische und wieder in die kathodische und schlieflich wieder in die 
anodische Wanderung. Warum dies geschieht, blieb eine unbeantwortete 
Frage. 

Aus diesem Grunde mufte untersucht werden, ob bei den Wanderungen 
der Hefezelle, wie sie bei verschiedener cH+ des Dispersionsmittels beob- 
achtet werden konnten, auch Unterschiede und Schwankungen der W ande- 
rungsgeschwindigkeit auftreten. Ferner mufte untersucht werden, 
ob verschiedene Siureanionen die Geschwindigkeit der kataphoretischen 
Wanderungsrichtung unterschiedlich beeinflussen. 

Der Kataphoreseversuch birgt als Methode noch Mdglichkeiten, die bis- 
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her noch nicht ausgenutzt wurden. Es muff méglich sein, entsprechend den 
Anschauungen von Stearn und Stearn (1931) die verschiedenen IEP 
eines Gemisches mehrerer unterschiedlicher Ampholyte einzeln zu messen. 
Es muf dies auch méglich sein, ohne daf das ganze Gemisch seinen Ladungs- 
sinn zu andern braucht. Wenn jeder Ampholyt des Gemisches in der Reihe 
verschiedener cH+ des Dispersionsmittels seine Ladung fiir sich andert, 
dann mufi der IEP jedes einzelnen Ampholyten bei gleichbleiben- 
dem Ladungssinn des ganzen Gemisches durch Schwankungen 
der Ladungsgroéfe zum Ausdruck kommen, sofern die IEP der ver- 
schiedenen Ampholyte geniigend weit voneinander entfernt sind. Das 
Schwanken der Wanderungsrichtung der Hefezelle um den Nullwert, 
wie es beschrieben wurde, deutet einen solchen EinfluB des einzelnen 
Ampholyten auf die Wanderungsgeschwindigkeit an. Liegen die IEP in 
enger Sitreuung um einen Mittelwert, dann miissen sie ein methodisch un- 
trennbares gemeinsames Minimum freier Ladung (IEP, bilden. Liegen sie 
dagegen in weiter Streuung, dann miissen sie zwar in der cH+-Reihe einen 
gemeinsamen Abfall und ein gemeinsames Ansteigen der Ladung im 
Sinne der Veranderung einer mittleren Ladung demonstrieren; die Kurve 
des Abfalis und des Ansteigens kann dann aber nicht kontinuierlich sein. 
Sie muf dort Verstarkungen und Hemmungen in der Minderung freier 
Ladung haben, wo die Reihe der veranderten cH+ sich dem individuellen 
JEP eines Ampholyten nahert und ihn iiberschreitet. Im Abfall der gemein- 
samen freien Ladung muf der individuelle IEP sich als Verstirkung und 
Hemmung zeigen und im Ansteigen der gemeinsamen freien Ladung muf 
er umgekehrt als Hemmung und nachfolgendes steileres Ansteigen zum 
Ausdruck kommen. 

Diese methodische Méglichkeit der Kataphoreseversuche war die Arbeits- 
hypothese der nachfolgend beschriebenen Untersuchungen iiber die iso- 
elektrische Reaktion und iiber das Adsorptionspotential der Pflanzenzelle. 


Fragen der Methodik 


Die Kataphoreseapparatur wurde schon in der ersten Mit- 
teilung (A: Wartenberg 1956) beschrieben. 

Die Geschwindigkeiten der Hefezellen sind unter den gleichen 
Voraussetzungen wie die Richtungen ihrer kataphoretischen Wanderungen 
festgestellt worden, d. h. die Messung der Geschwindigkeit begann erst 
dann, wenn alle suspendierten Hefezellen durch das Sedimentieren auf dem 
Boden der Kataphoresekammer angesammelt waren. Die Zellen hatten dann 
ziemlich gleichmafige Geschwindigkeit. Die Mittelwerte eines unvermeid- 
lichen aber engen Schwankungsbereiches waren gut reproduzierbar. Eine 
Wiederholung der Messung an 253 verschiedenen Hefezellen erwies sich als 
ausreichend, um gesicherie Mittelwerte der Wanderungsgeschwindigkeit zu 
erzielen. Die Stoppuhr, mit der ich die Messung ausfiihrte, hatte eine Ab- 
lesegenauigkeit von 0,05 Sekunden. 


‘Die Pufferlésungen waren die gleichen, die fiir die Bestimmung 





326 A. Wartenberg 


der kataphoretischen Wanderungsrichtung der Hefezellen verwandt worden 
waren (A. Wartenberg 1956) (0,1 mol Zitronensaéure-Natriumphosphat- 
Puffer, 0,1 mol Zitronensiure-Natriumzitrat-Puffer, 0,1 mol Essigsare-Na- 
triumazetat-Puffer, 0,1 mol Natriumphosphat-Puffer). 

Mit Hefezellen im Oxalsiure-Natriumoxalat-Puffer war es nicht méglich, 
eine Wanderungsgeschwindigkeit zu messen. In diesem Puffer ist eine kata- 
phoretische Wanderung der Hefezellen eigentlich nicht festzustellen. Es be- 
wegen sich nach Verinderungen der cH+ einige Zellen kathodisch, im an- 
deren Falle eine gréfere Anzahl anodisch. In jedem Falle ist die Wande- 
rung aber so langsam, daft ihre Messung mit grofen Fehlern behaftet sein 
mu. Wenn daher im folgenden von der kataphoretischen Wanderungs- 
geschwindigkeit der Hefe im Oxalsaure-Natriumoxalatpuffer gesprochen 
wird, so handelt es sich nur um die Schwankung der Wanderungsrichtung 
im Bereich des Nullwertes der Geschwindigkeit der Hefe in diesem Puffer 
(vergl. A. Wartenberg 1956, Tab. 1), von der aus auf eine entsprechende 
Schwankung der Wanderungsgeschwindigkeit geschlossen werden kann. 


Ergebnisse der Versuche 


Bei der Frage nach den Geschwindigkeitsunterschieden der kataphoreti- 
schen Wanderungen von Hefezellen, wie sie sich unter den Bedingungen 
versthiedener cH+ der Lésungen herausstellen kénnen, ist als zweite Be- 
sonderheit zu beachten, ob verschiedene Puffer, die in ein und demselben 
Bereich gleiche Abstufungen der cH+ bewirken, auf Grund ihrer verschie- 
denen Anionen die Geschwindigkeit der kataphoretischen Wanderung der 
Hefe unterschiedlich beeinflussen. Um solches festzustellen, wurden die 
Wanderungsgeschwindigkeiten der Hefezellen im cH+-Bereich von pH 5,0 
bis pH 6,5 in einem Essigsadure-Natriumazetat-Puffer (0,1 mol) und ver- 
gleichsweise in einem Zitronensaure-Natriumphosphat-Puffer (0,1 mol) ge- 
messen. Das Ergebnis ist in Abb. 1 dargestellt. 

Das Kurvenbild ist in zwei Merkmalen auffallend. Zunachst fallt auf, 
daf in den Schwankungen der Geschwindigkeit iiber der Reihe der cH+ 
Hefezellen im Essigsaure-Natriumazetat-Puffer im ganzen cH+-Bereich 
fast die dreifache Wanderungsgeschwindigkeit haben. Dann fallt auf, 
da in den Schwankungen der Geschwindigkeit iiber der Reihe der cH+ 
qualitativ fast genaue Ubereinstimmung besteht, nur quantitativ, d. h. in 
den Reichweiten der Exzesse erweist sich, daf die gréReren Geschwindig- 
keiten unter den Bedingungen des Essigsiure-Natriumazetat-Puffers auch 
groéBRere Schwankungen haben. Der Unterschied zwischen den durchschnitt- 
lichen Geschwindigkeiten einerseits und die qualitative Ubereinstimmung 
der Schwankungen iiber der cH+-Reihe andererseits sind zwei Erscheinun- 
gen, die naher erklart werden miissen. 

Das eine la®t vermuten, daf die Puffer mit den Anionen ihrer Sauren 
entweder die wandernde Zelle oder das Substrat, in welchem die Wande- 
rung stattfindet, spezifisch beeinflussen. Dieses aufzuklaren, ist nétig, wenn 
auch zunichst die Erkenntnis geniigen wiirde, da zur Frage der Wande- 
rungsgeschwindigkeit im Kataphoreseversuch der Anionencharakter der 
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Puffersiure zu beachten ist; was andererseits darauf hinweist, da® viel- 
leicht auch der Kationencharakter des Puffersalzes nicht aufer Betracht 
bleiben darf. 


Aus Griinden der methodischen Sicherheit mufte vor dem weiteren 
Ausbauen der Versuche eine Vorstellung dariiber gewonnen werden, wie 


Essigsiure-Natriumazetat-Puffer 
pH 4,96 M = 12,35 + 0,392 u/Sek. 
pH5,13 M = 10,33 + 0,330 u/Sek. Lessned 

SSUgSAUTE- 
pH5,25 M = 10,44 + 0,285 u/Sek. Natrivmecelapuffer 
pH5,36 M = 10,30 + 0,299 u/Sek. ‘ 
pH5,56 M = 17,20 + 0,406 u/Sek. 
pH 5,65 M = 10,02 + 0,224 u/Sek. 
pH5,78 M = 12,95 + 0,321 “/Sek. 
pH5,85 M = 11,40 + 0,370 u/Sek. 
pH5,91 M= 9,28 + 0,471 u/Sek. 
pH6,10 M = 12,20 + 0,305 “/Sek. 
pH 6,21 M = 13,43 + 0,336 u/Sek. 
pH 6,26 M = 10,45 + 0,342 u/Sek. 
pH6.36 M= 8,97 + 0,269 u/Sek. 


Geschwindigkent inuf5ek. 
8 





& 


Litronensdure - 

Zitronensdure-Natriumphosphat-Puffer Natruimphosphalpufer 
pH 4,93 M = 4,79 + 0,149 u/Sek. 
pH5.17 M=4,45 + 0,164 u/Sek. 
pH5,39 M = 4,35 + 0,097 u/Sek. 
pH555 M=7,91 + 0,185 u/Sek. 





1 





' L ! 
DH 60 


pH5,63 M=5,08 + 0,149 u/Sek. 
pH5,85 M = 7,36 + 0,145 w/Sek. Abb. 1. Kataphoretische Wanderungs- 
pH5,97 M=5,63 + 0,126 u/Sek. geschwindigkeit von Hefezellen in ab- 
pH6,12 M = 6,55 + 0,135 u/Sek. gestuften Essigsiure-Natriumazetat- 
pH 6.24 M=7,40 + 0,143 «/Sek. Puffern (0,1 mol) und Zitronensaure- 
pH6,42 M=3,93 + 0,098 u/Sek. Natriumphosphat-Puffern (0,1 mol). 





weit die elektrostatische Ladung und die Wanderungsgeschwindigkeit der 
Hefezelle bei gleichbleibender cH+ von unterschiedlich molaren Konzentra- 
tionen des Puffers beeinflu&t wird. Es war anzunehmen, daft die erhéhte Kon- 
zentration einen verstarkten Kationen- und Anionenaustausch erzwingt und 
die hohe Konzentration auferdem einen Assoziationszwang auf die ad- 
sorbierten Ionen ausiiben muff. Die Adsorption und die strenge Assoziation 
der Ionen miissen dann eine mindere Ladung, also eine verminderte Wan- 
derungsgeschwindigkeit zum Ausdruck bringen. Es war nicht vorauszusehen, 
in welcher GréRenordnung der Konzentrationseffekt erwartet werden kann. 
Um in den Dingen zu einer Vorstellung zu kommen, wurde die Wande- 
rungsgeschwindigkeit der Hefe in fiinf verschieden konzentrierten Zitronen- 
sdure-Natriumzitrat-Puffern gemessen, die alle auf die gleiche cH+ abge- 
stimmt waren. Fiinf verschieden konzentrierte Lésungen eines Puffers mit 
gleicher cH+ herzustellen, ist nicht méglich. Es gelingt annahernd, aber nicht 
ganz genau. Ich wahlte deshalb einen Bereich der cH+, in welchem, wie ich 
in Erfahrung gebracht hatte, die Wanderungsgeschwindigkeit der Hefe bei 
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gleicher Konzentration des Puffers in einer verhaltnismafig weiten Spanne 
der cH+ gleichmaRig war. Wenn in diesem Bereich der cH+ geringe Azidi- 
titsunterschiede der verschieden konzentrierten Puffer unvermeidlich sind, 
dann kénnen sie auf die Wanderungsgeschwindigkeit keinen nennenswerten 
Einflu& haben. Fiihren hier Unterschiede der molaren Konzentration zu 
Geschwindigkeitsunterschieden der kataphoretischen Wanderung der Zellen, 
dann kénnen sie nicht auf die unvermeidbaren Unterschiede in der cH*+ 
zuriickgefiihrt werden, sie sind dann Effekte der Unterschiede der ver- 
schieden molaren Konzen- 
trationen. 

Das Ergebnis des Ver- 
suches ist in Abb. 2 dar- 
gestellt. Es zeigt, dali mit 
einer Erhéhung der mo- 
laren Konzentration des 
Puffers bei annahernd 
gleichbleibender cH+ die 

7 Wanderungsgeschwin- 
digkeit der Hefezellen ge- 
ringer wird und _ sich 
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Abb. 2. Kataphoretische Wanderungsgeschwindig- 
keit von Hefezellen in verschieden hensnntsicsten asymptotisch dem Wert 
Zitronensaure-Natriumzitrat-Puffern gleicher cH~. af a a 
Die gestrichelte waagrechte Linie zeigt den maxi- Null nihert. Der Effekt 
malen Wert an, bis zu welchem die Wanderungs- der molaren Konzenira- 
geschwindigkeit der Hefe in 0,1 mol Zitronensiure- tion ist also eine Fehler- 
Natriumzitrat-Puffern bei variierender cH+ anzu- quelle, die streng beachtet 
steigen vermag. werden muf. 
0.04 mol (pH 5,45) M = 21,05 + 0,424 «/Sek. Um weitere Kenntnisse 
0,06 mol (pH 5,38) M = 14,24 + 0,226 u/Sek. | iiber die spezifische Wir- 
0.08 mol (pH 5,34) M = 10,08 + 0,365 «/Sek. }n = 25 kung der Anionen zu ge- 
0.10 mol (pH5,31) M= 6,62 + 0,163 u/Sek. ! winnen, wurde der Ver- 
0.12 mol (pH 5.29) M= 3.01 + 0.243 ulSek. J such zu Abb. 1 mit drei 
Puffern wiederholt, die 
verschiedene andere Saéureanionen hatten. Ich nahm hierzu einen Na- 
triumphosphatpuffer (0,1 mol), der aus primarem und sekundarem Natrium- 
phosphat bestand, sowie einen Zitronensaéure-Natriumzitrat-Puffer (0,1 mol), 
zwei Pufferlésungen also, deren Saureanionen schon in dem ersten Versuch 
in einem gemeinsamen Puffergemisch enthalten waren. Als drittes Puffer- 
system wiahlte ich einen 0,1 mol. Oxalsiiure-Natriumoxalat-Puffer. 

Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abb. 3 dargestelli. Aus dem Ver- 
gleich der drei Kurven ist noch nicht die spezifische Saiureanionenwirkung 
zu erkennen, denn die drei Puffer bewirken ja drei sehr unterschiedliche 
Bereiche der cH+. Das Ganze sieht zuniichst so aus, als ob die Wanderungs- 
geschwindigkeit eine Funktion der cH+ sei, wobei die Geschwindigkeit der 
Hefezelle im Oxalsaiure-Natriumoxalat-Puffer nicht nur einen Nullpunkt 
erreicht, sondern auch einen Umschlag zur anodischen Wanderung erfahrt 
und in der umgekehrien Wanderungsrichtung wieder ansteigen kann. Be- 
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trachtet man aber das Verhalten der Hefezellen im Zitronensiure-Natrium- 
zitrat-Puffer, dann zeigt sich dort etwas, was nichts mit der cHt+ allein zu 
tun hat. Zwischen pH 6,08 und -pH 6,45 sind in ihm die Hefezellen in einem 
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Abb. 3. Kataphoretische Wanderungsgeschwindigkeit von Hefezellen in 0,1 mol 

Zitronensdure-Natriumzitrat-Puffern und 0,1 mol Natriumphosphatpuffern. Die Ex- 

zesse in der Kurve des 0,1 mol Oxalsaiure-Natriumoxalat-Puffers resultieren aus 

dem bei der jeweiligen cH+ Mehr- oder Wenigeriiberwiegen der kathodischen oder 
anodischen Wanderungsrichtung. 


Zitronensdure-Natriumzitrat-Puffer 


M= 6,36 + 0,215 u/Sek. 
: i ao : psi peo Natriumphosphatpuffer 
= 7,05 + 0,103 u/Sek. M= 7,64 + 0,167 u/Sek. 
8,33 + 0,299 u/Sek. M = 13,10 + 0,460 «/Sek. 

5,78 + 0,138 u/Sek. M= 8,51 + 0,137 u/Sek. 

5,96 + 0,221 u/Sek. M = 11,20 + 0,187 u/Sek. 

= 6,36 + 0,126 u/Sek. M = 11,08 + 0,226 u/Sek. $n = 25 
3,24 + 0,148 u/Sek. M= 8,19 + 0,124 u/Sek. 

3,52 + 0,112 u/Sek. M = 10,08 + 0,226 u/Sek. 

6,95 + 0,218 “/Sek. M= 8,26 + 0,142 u/Sek. 

6,97 + 0,190 u/Sek. M = 10,86 + 0,249 u/Sek. 

3,62 + 0,099 u/Sek. 

6,94 + 0,180 “/Sek. 

6,22 + 0,241 u/Sek. 








Bereich der cH+, den auch der saure Teil des Phosphatpuffers einnimmt. In 
diesem Phosphatpuffer haben die Hefezellen aber in dem gleichen Bereich 
der cH+ eine stairkere elektrostatische Ladung, d. h. eine gréfere Wande- 
rungsgeschwindigkeit in kathodischer Richtung als im Zitronenséure-Na- 
triumzitrat-Puffer. 
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Es scheint die Wanderungsgeschwindigkeit im Zitronensaure-Natrium- 
zitrat-Puffer mit steigender cH+ eine Beschleunigung zu erfahren, was aber 
eine Tauschung sein kann, weil hier ein Anstieg in den diskontinuierlichen 
cnienneenenn der Ladungen, d. h. der Geschwindigkeitskurven den Wert 
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Abb. 4. Kataphoretische Wanderungs- 
geschwindigkeit von Hefezellen in 
0.1 mol Zitronensiure-Natriumphosphat- 
Puffern. Die Vergleichskurven (0.1 mol 
Zitronensdure-Natriumzitrat-Puffer und 
0,1mol Oxalsiure-Natriumoxalat-Puf- 
fer) ergeben sich aus der bei der je- 
weiligen cH+ mehr oder weniger iiber- 
wiegenden kathodischen oder anodi- 
schen Wanderungsrichtung. 


Zitronensiure-Natriumphosphat-Puffer 
pH 2,59 M = 9,62 + 0,449 u/Sek. 
pH2,85 M=5,05 + 0,269 /Sek. 
pH3.06 M = 6,08 + 0,257 u/Sek. 
pH3.30 M = 6,83 + 0,241 u/Sek. 
pH 3.51 M = 3,04 + 0,425 u/Sek. 
pH3.76 M = 4,60 + 0,157 u/Sek. 
pH 4,03 M = 2,08 + 0,344 u/Sek. 
pH 4,28 M = 4,53 + 0,188 “/Sek. 
pH 4,46 M = 4,04 + 0,109 u/Sek. 
pH 4,51 M = 2,23 + 0,323 u/Sek. 
pH 4,72 M=3,19 + 0,101 «/Sek. 





des. scheinbaren kontinuierlichen 
Ladungsanstieges haben kann. 


Es ist zweifellos, da die Ge- 
schwindigkeit der  kathodischen 
Wanderung der Hefezellen mit dem 
Ansteigen der cH+ abnimmt und im 
starker sauren Bereich allgemein die 
Tendenz zum Umschlag in die Rich- 
tung der anodischen Wanderung be- 
steht. Letzteres zeigten schon die 
Versuche zur Feststellung der Wan- 
derungsrichtung (A. Warten- 
berg 1956). Dort zeigte sich aber 
auch, daft der Richtungswechsel 
nicht in jeder Pufferlésung zu er- 
warten ist. Hier ergibt sich nun, 
daft der Richtungsumschlag in einem 
Puffer eintritt, in dem die Hefe- 
zellen an und fiir sich wenige 
elekirostatische Ladungen aufwei- 
sen. Wenn in einem anderen Puffer 
mit gleichem Bereich des cH+-An- 
stieges der Umschlag in die andere 
Wanderungsrichtung nicht erfolgt, 
dann mu die Ursache irgendwie 
damit zusammenhangen, daf die 
Hefezellen in diesem anderen Puffer 
viele freie positive Ladungen haben, 
womit, wie schon angedeutet wurde, 
groBere Exzesse der diskontinuierli- 
chen Schwankungen verkniipft sind. 

Die Erscheinung, da mit zuneh- 
mender cH+ des Dispersionsmittels 
die Geschwindigkeit der kathodischen 
Wanderung in der Regel abnimmt, 
ist ursaichlich zu verstehen, wenn 
man voraussetzt, daB die Teilchen 


der dispersen Phase, hier also die ponderable Zellsubstanz, mit den adsor- 
bierten Ionen, d. h. auf Grund der Ladung des Sorbates wandern. Da es sich 
hier um Sorbentien mit amphoterem Charakter handelt, also sowohl Katio- 
nen als Anionen adsorbiert werden kénnen, ist zusdtzlich zu erklaren, daB 
die dissoziierenden lonen dem wandernden Teilchen Vorzeichen und Starke 
der elektrostatischen Ladung geben. Unter diesen Voraussetzungen ist zu 
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verstehen, daf{ die kathodische Wanderung eines Teilchens mit zunehmen- 
der cH+ geringer wird; denn die Wasserstoffionen zwingen zum Austausch 
und ihresgleichen zur Assoziation, wobei letzteres eine Minderung der La- 
dung des Teilchens zur Folge hat. 


Was weiter interessiert, ist die Tatsache, wie sie in den Abb. 1 und 3 
demonstriert ist, da& bei der kataphoretischen Wanderung der Hefezellen 
die Geschwindigkeiten bei gleicher cH+ und gleicher molarer Konzentration 
der Elektrolyte des Suspensionsmittels ungleich sein kénnen, wenn man die 
Wanderungen in artverschiedenen Pufferlésungen vergleicht. Die Unterschiede 
kénnen dabei keine Funktion der Aziditaéten und der Konzentrationen 
sein. In den Versuchen zum Kurvenbild 1 und in den Versuchsteilen zum 
Kurvenbild 3, wo die Kurvenbereiche bei gleichen cH+-Werten ineinander- 
reichen, waren bei verhaltnismafig grofen Geschwindigkeitsunterschieden 
die Anionenarten der Puffersiuren und die Kationenkonzentrationen der 
Puffersalze unterschiedlich. Daf die Anionenart des Puffers einen wesent- 
lichen Einflu& auf die elektrostatischen Ladungen der Hefezellen haben 
kann, geht eindeutig aus den Versuchen hervor, die der Abb. 4 zugrunde 
liegen. In diesem Kurvenbild werden Geschwindigkeiten der kataphoreti- 
schen Wanderung von Hefezellen im Schwankungsbereich der cH+ von 
pH 4,7 bis pH 2,5 in drei verschiedenen Puffern verglichen, wobei der Zitro- 
nensdure-Natriumzitrat-Puffer nur im Bereich der cH+ von pH3,1 bis 
pH 2,5 als Vergleichspartner vertreten ist. 


Beim Vergleich mit der Abb. 1 laBt sich ermitteln, da& Hefezellen im 
Zitronensaure-Natriumphosphat-Puffer zwischen pH 63 und pH 5,5 Ge- 
schwindigkeiten um 8 4/Sekunde haben. Die Geschwindigkeit der kathodi- 
schen Wanderung wird also zunachst mit steigender cH+ bis etwa pH 4,0 
geringer (4 u/Sekunde), wie es auf Grund der Wirkung steigender cH*, 
namlich wegen der zunehmenden Kationenassoziation und der deswegen 
verminderten freien Ladung zu erwarten ist. Uberraschenderweise erreicht 
die Minderung der Geschwindigkeit mit steigender cH+ in diesem Puffer 
nicht den Nullwert, sondern steigt im Gebiet der hohen cH+ wieder an. 
Bei den Vergleichspartnern des Versuches, den Hefezellen im Zitronensaure- 
Natriumzitrat-Puffer und im Oxalsiure-Natriumoxalat-Puffer, war die 
regulire Minderung und der Umschlag in die andere Wanderungsrichtung 
gegeben. Der Unterschied im Verhalten der Hefezellen kann nur auf die 
Phosphationen im Zitronensdéure-Natriumphosphat-Puffer zuriickgefiihrt 
werden, denn gegeniiber der Situation der Hefezellen im Zitronensdure- 
Natriumzitrat-Puffer war nur das Phosphation des Puffersalzes als Unter- 
schied gegeben. Wie ist aber die Wirkung des Phosphations zu erkliren? 

Mit zunehmender cH+ des Suspensionsmittels miissen die an der Hefe 
oder in der Hefe adsorbierten (assoziierten) Anionen (Hydroxylionen) 
dissoziieren, was zum Austausch mit den Anionen der Puffersubstanzen 
fiihrt. Entstehen Bindungen mit verhaltnismaRig starker Dissoziation, dann 
stehen einer aus der Kationendissoziation gegebenen Menge an positiven 
Ladungseinheiten eine grofe Menge negativ geladener Anionen gegeniiber. 
Es kommt zur Ladungsinterferenz, somit zur Minderung der positiven La- 
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dung oder zum Ausgleich der elektrostatischen Ladungen mit dem End- 
ergebnis Null oder auch zum Uberwiegen der negativen Ladungen und da- 
mit zur Umkehr der Wanderungsrichtung. Entstehen dagegen durch den 
Austausch Bindungen mit geringer Dissoziation, dann wird die Menge der 
aktiven Anionen vermindert, und entsprechend der Menge inaktivierter 
Anionen wird auch die Ladungsinterferenz geringer, was kationische Ladun- 
gen verstarkt zur Wirkung kommen lat. Ein Fall letzterer Art ist in der 
Kurve des Zitronensaiure-Natriumphosphat-Puffers des Kurvenbildes 4 de- 
monstriert. 

Die akute elektrostatische Ladung eines Ampholyten als Effekt einer 
Ladungsinterferenz zu sehen, ist auch eine Grundlage fiir die Erklarung 
der diskontinuierlichen Ladungsschwankungen. Man muf sich vorsiellen, 
daB die Zelle eine Ansammlung unterschiedlicher Ampholyte ist, die einzeln 
ihre IEP bei verschiedenen cH+ haben. Hat die Lésung in einem gegebenen 
Fall eine cH+, die gréRer als der IEP des einen und kleiner als der [EP 
des anderen Ampholyten ist, dann sind diese im Gemisch zugleich der eine 
in bezug auf die Adsorptionsladung anionisch, der andere kationisch ge- 
laden. Das Vorzeichen und die Gréfe der Ladung des Ganzen ergeben sich 
aus dem, was aus der Interferenz resultiert 1. Dasselbe ist zu erwarten, 
wenn mehr als zwei Ampholyte mit unterschiedlichhen IEP im Gemisch 
vertreten sind. lmmer wird sich beim einzelnen Ampholyten das Vorzeichen 
der Ladung, ob kationisch oder anionisch, und die Starke der Ladung aus 
der Interferenz der kationischen und anionischen Ladungen ergeben, die 
von den Dissoziationskonstanten der beiden Elektrolytcharaktere und den 


Konzentrationen der entsprechenden Ionen in der Lésung beherrscht wer- 


den. 


Fiir das Gemisch verschiedener Ampholyte ist eine Interferenz der 
Summe aller kationischen und der Summe aller anionischen Ladungen zu 
erwarten. Und wenn dabei im Durchschnitt aller Falle die Dissoziation der 
adsorbierten Anionen nur um weniges geringer ist als die Dissoziation der 
adsorbierten Kationen, dann ergeben sich aus den Summierungen und der 
Interferenz der summierten Ladungen fiir das Ganze (Zelle) kontinuierliche 
kationische Ladungen bis weit in die Bereiche hoher cH+ hinein. Solche 
konsequenten Ladungen, wie sie K 61 bel (1947) und Drawert (1951) be- 
obachtet haben und wie ich sie auch selbst mit Zitronenséure-Natriumphos- 
phat-Puffern bis in Bereiche hoher cH+ feststellen konnte, sind nur quali- 
tativ, d. h. beziiglichh ihres Vorzeichens kontinuierlich. Beziiglich der 
Ladungsstarke kénnen sie diskontinuierlich sein, d. h. es kann bei gleich- 
bleibendem Vorzeichen der Ladung mit der Anderung der cH+ die Ladungs- 
stiirke schwanken. Was dann jeweils bei einer bestimmten cH+ méglich ist, 
muf davon abhangig sein, in welchem Mengenverhiltnis sich dort die Sum- 
men der kationischen und anionischen Ladungen gegeniiberstehen. Dieses 

Bateman (Héber, Physikalische Chemie der Zellen und Gewebe, Bern 


1947, p. 151) gebrauchte unter dhnlichen Umstainden den Ausdruck ,,Uberlappung 
der Dissoziationskonstanten“, 
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Mengenverhialtnis ist aber, wie hier gezeigt wurde, nicht allein vom Ad- 
sorbens und der cH+, d. h. von den Dissoziationskonstanten der H+- und 
OH--Bindungen des Adsorbens, sondern auch von der molaren Konzentra- 
tion der Lésung und von der Dissoziation (Dissoziationskonstanten) der 
Bindung abhiangig, die das Adsorbens mit den eingetauschten Ionen ein- 
geht. 

Es wurde hier gezeigt. wie die kationische Ladung der Hefezellen, die 
bis in hohe cH+ festzustellen ist, in allen Bereichen der cH+ starken Schwan- 
kungen unterworfen ist, daf sie aber in der Regel mit steigender cH+ durch- 
schnittlich abnimmt. Ob und bei welcher cH+ sie den Nullwert erreicht, ist 
von der Art der eingetauschten Anionen abhangig. Beim Nullwert wedhseli 
die Ladung das Vorzeichen und kann in anionischen Werten ansteigen. 
Wegen der diskontinuierlichen Schwankungen, deren Ursachen oben be- 
schrieben wurden, wechselt die Ladung nicht nur einmal vom kationischen 
Vorzeichen zum anionischen Vorzeichen, sondern kann wiederholt vom an- 
ionischen ins kationische zuriickgehen und erneut vom kationischen ins an- 
ionische wechseln. 


K élbel (1947) und Drawert (1951) haben die kataphoretischen Wan- 
derungen lebender und toter Hefezellen verglichen, dabei aber nur die 
Wanderungsrichtungen beachtet. Bei eigenen Untersuchungen (A. War- 
tenberg 1956) konnte festgestellt werden, daf die tote Hefezelle in einem 
Zitronensaure-Natriumphosphat-Puffer bei steigenden cH+t-Werten ihre 
kataphoretische Wanderungsrichtung zwischen pH 3,5 und pH 2,5 von katho- 
disch nach anodisch andert, wobei entsprechend der diskontinuierlichen 
Schwankungen des Ladungsverlaufes der Wechsel mehrmals zu beobachten 
war. Kélbel (1947) stellte dagegen bei der toten Hefezelle keinerlei 
Ladungswechsel fest; erst in einer weiteren Mitteilung berichtet er einen 
Ladungswechsel der toten Hefe bei pH 2.6 bzw. pH 2.9. Hingegen ergaben 
die Versuche von Drawert (1951) einen Ladungswechsel bei pH 4,5. 
Nimmt man an, daf die Autoren verschiedene Pufferlésungen in verschie- 
denen Konzentrationen angewandt haben, so wird dieser Widerspruch in 
den Versuchsergebnissen verstandlich. 

Es war im Sinne der vorliegenden Abhandlung interessant zu wissen, 
wie sich lebende und tote Hefezellen beziiglich der Geschwindigkeit ihrer 
kataphoretischen Wanderungen unterschiedlich verhalien. Der erste dies- 
beziigliche Versuch wurde mit lebenden und toten Hefezellen in Zitronen- 
siure-Natriumphosphat-Puffern (0,1 mol) angestellt. Sein Ergebnis ist in 
Abb. 5 dargestellt. Es zeigt eindeutig, das die diskontinuierlichen Schwan- 
kungen, wie sie von den Ladungsinterferenzen verschiedener Ampholyte 
herriihren miissen, auch hier erscheinen, und zwar weitgehend parallel auf- 
treten. Ob die durchschnittlich starkeren Ladungen auf den Zerfall elektro- 
neutraler Eiweif-Lipoid-Komplexe zuriickzufiihren sind, wie es von D ra- 
wert (1951) angenommen wurde, kann aus dem Versuch heraus nicht 
beurteilt werden. Ebenso kann die Erscheinung, daf® die Parallele der 
Schwankungen im cHt-Bereich zwischen pH 4,6 und pH5,6 fehlt, zunichst 
nicht eindeutig erklart werden. wenn auch die Annahme naheliegi, da 
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durch die Hiizeeinwirkung nur ein oder wenige Ampholyte denaturiert. 
also chemisch veriindert werden. Wenn man andererseits bedenkt, welche 
Bedeutung die Art der Abtétung der Hefezellen fiir ihr kataphoretisches 
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Verhalten haben kann (vgl. A. Wartenberg 1956, Tab. 2), dann wird 
einem klar, da die Desorganisation des Zellgefiiges mit Letaleffekt zu 
Zustanden fiihrt, die nicht sehr leicht mit dem Zustand lebender Zellen zu 
vergleichen sind. Es wird zuniachst noch viel Arbeit aufzuwenden sein, um 
die Kenntnisse iiber die ZustandsgréRen des lebenden Adsorbens .Zelle’ 
zu erweitern, bevor man etwas fiir die Erforschung der Anderungen tun 
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kann, die im Falle des Absterbens eintreten. Ob dabei einige Ampholyte 
unveraindert bleiben und andere wesentliche Veranderungen erleiden, darf 
endgiiltig erst nach kiinftigen Forschungen in Erwigung gezogen werden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Es sind die Bedingungen ermittelt worden, unter denen die Geschwin- 
digkeit der kataphoretischen Wanderung der Hefezellen sich andert. Sie 
nimmt mit zunehmender molarer Konzentration im Lésungsmittel ab und 
nihert sich dem Wert Null. Bei gleicher molarer Konzentration wird die 
Geschwindigkeit der kataphoretischhen Wanderung von Hefezellen mit zu- 
nehmender cH+ geringer. Hierbei nahert sich die Anderung aber nicht 
einem Endwert, sondern einem Wechsel in die Wanderungsrichtung mit 
umgekehrtem Vorzeichen. Mit dem Richtungswechsel wird aus der kathodi- 
schen Wanderung eine anodische. 

Bei der Beurteilung des Richtungswechsels st6&t man auf zwei Schwie- 
rigkeiten. Erstens erfolgt er bei minimalen Geschwindigkeiten. Man kann 
nicht aus der Erfahrung heraus sagen, er erfolge beim Nullwert der Ge- 
schwindigkeit, denn der Nullwert ist ein errechenbarer, aber kein wahr- 
nehmbarer Wert. Andererseits ist er nur mit verhaltnismaBig grofen Feh- 
lern errechenbar, denn der Richtungswechsel der einzelnen Zellen erfolgt 
ohne Ruhe unmittelbar. In einer Suspension von Hefezellen tritt der Rich- 
tungswechsel nicht bei allen Zellen gleichmafig, sondern mit einer mehr 
oder weniger grofen Schwankung der Hiaufigkeit ein. Am mittleren Wende- 
punkt der cH+-Reihe bewegt sich ein Teil der Zellen noch in der Richtung 
kathodischer Wanderung, wiahrend sich ein anderer Teil schon anodisch 
bewegt. Erst dann, wenn man in der cHt+-Reihe weiterriickt, bewegen sich 
alle Zellen gemeinsam in der entgegengesetzien Richtung. 

Die durchschnittliche Geschwindigkeit der Hefezellen in einem Puffer, 
das Abnehmen der Wanderungsgeswindigkeit mit zunehmender cH+ und 
der Richtungswechsel der Wanderung werden sehr stark vom Charakter 
des Anions der Puffersiure und des Puffersalzes beherrscht. Dabei hat die 
Anderung der Geschwindigkeit keinen kontinuierlichen Verlauf, sondern 
zeigt starke Schwankungen, deren Exzesse iiber bestimmten Werten ver- 
schiedener cH+-Bereiche vermehrte oder verminderte Geschwindigkeiten er- 
geben. Die Exzesse erscheinen in bestimmten cH+t-Bereichen, und zwar un- 
abhangig davon, ob das Anion des Puffers eine grofe oder mindere durch- 
schnittliche Wanderungsgeschwindigkeit in allen Bereichen der cH*+ bewirkt. 
Sie sind Merkmale der Zelle und werden nur insofern von dem 
Suspensionsmittel beeinfluBt, als unter Aziditats-, Molaritats- und Anionen- 
bedingungen, die durchschnittlich eine groRe Wanderungsgeschwindigkeit be- 
wirken, die Reichweiten der Exzesse gréfer sind als unter Bedingungen. die 
durchschnittlich geringere Wanderungsgeschwindigkeiten zur Folge haben. 
Sie sind in letzterem Falle aber doch so weit wirksam, da sie im Bereich 
minimaler Wanderungsgeschwindigkeit den akuten Richtungssinn der Wan- 
derung mehrmals von der kathodischen zur anodischen Wanderung und 
zuriick wechseln lassen. 


23* 
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Die ‘Tatsache. dal die diskontinuierlichen Schwankungen der Wande- 
runggeschwindigkeit auch den Richtungssinn vom kathodischen zum anodi- 
schen und zuriick andern kénnen, erlaubt Riickschliisse iiber die Natur ihrer 
Verursachung. Es ist anzunehmen. daft bei jeder cH+ die Ladung der Zelle. 
die den Richtungssinn und die Geschwindigkeit ihrer kataphoretischen 
Wanderung mitbestimmt, die Resultante aus den akuten Ladungen einer 
unbekannten Anzahl Ampholyte ist, die sich durch unterschiedliche [EP 
und Dissoziationskonstanten der kationischen und anionischen Komponen- 
ten unterscheiden. 

Die akute Ladung eines einzelnen Ampholyten resultiert aus der Inter- 
ferenz der positiven und negativen Ladungen, die infolge der Dissoziation 
seiner adsorbierten Kationen und Anionen gegeben sind. Der IEP ist als 
totale Interferenz der Ladung zu beurteilen. Die Ladungsinterferenz ist bei 
einer anderen cH+ nicht total. Abweichend von der cH+ des IEP resultiert 
bei relativ hoher cH+ des Lésungsmittels die Tendenz einer anodischen 
Wanderung des suspendierten Teilchens, also einer positiven Eigenladung 
des Ampholyten, und umgekehrt resultiert bei relativ geringer cH+ des 
Lésungsmittels die Tendenz einer kathodischen Wanderung. also einer nega- 
tiven Eigenladung des Ampholyten, denn das suspendierte Teilchen, wie 
auch die Zelle, wandert nicht mit der Ladung des Adsorbens, sondern mit 
der Ladung des Adsorbats. 

Aus gegebenen Kationen- und Anionenbindungen und aus deren akti- 
vierenden Dissoziationen und inaktivierenden Assoziationen resultiert also 
durch die Interferenz der Ladungen eines Ampholyten eine Léschung ent- 
gegengerichteter Ladungen. Es bleibt ein Rest freier, d. h. in der Kata- 


phorese wirksamer Ladungen, der dasaktuelle Adsorptionspoten- 
tial des einzelnen Ampholyten genannt werden kann. 


Die Hefezellen sowie die Pflanzenzellen allgemein sind aber nicht wie 
einzelne Ampholyte zu verstehen. Der Zellinhalt. als Adsorptionssystem be- 
irachtet. ist das Gemisch einer unbekannten Anzahl azidoider, basoider und 
amphoterer Kérper. die in Bindungen mit Wasserstoffionen und Hydroxyl- 
ionen einzeln ihre spezifische Dissoziationskonstanten und auch ihre [EP 
haben. Mit jedem Kationen- bzw. Anionenaustausch, der mit den Elektro- 
lyten der Lésung méglich ist. entstehen andere Bindungen mit anderen 
Dissoziationskonstanten. Was im Assoziations- und Dissoziationsspiel von 
Adsorbens und Adsorbat geschieht, ist eine Funktion, deren Faktoren in 
den Charakteren des Adsorbens, Adsorbats und der freien lonen in der 
Lésung zu suchen sind. Dabei ist zu erwarten, daf unter einer gegebenen 
Bedingung, d. h. bei einer bestimmten cH+ der Lésung, der eine Ampholyt 
mehr als Siure und ein anderer mehr mit seinem Basenanteil dissoziiert. 
Man kénnte hier von einer Uberlappung der Kationen- und Anionendis- 
soziation sprechen. Besser ist es. die Wirkung herauszustellen und auch 
hier von einer Interferenz entgegengesetzter Ladungen zu sprechen, denn 
die Wirkungen entgegengerichteter Ladungen verschiedener Ampholyie 
und auch Azidoide und Basoide werden sich wie enigegengerichtete Ampli- 
tuden gleicher Wellen léschen. Ebenso ist zu erwarien, daf die akuten LEP 
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und Dissoziationskonstanten mehrerer Ampholyte und die Dissoziations- 
konstanten auch der anderen nicht amphoteren Adsorptionsbindungen sich 
nahe liegen kénnen. Es werden dann nicht entgegengerichtete Dissoziatio- 
nen und Ladungen iiberlappen und sich interferierend léschen, sondern 
es werden sich dabei mehr die gleichgerichteten Ladungen iiberdecken und 
haufen, und es wird aus der Interferenz eine gréRere Ladung resultieren. 
die sich aus der Summe der Ladungen gleichen Vorzeichens ergibt, wie sich 
die gleichgerichteten Amplituden gleicher Wellen zu einer gréReren Ampli- 
tude, zu einer gréReren Energiedichte summieren kénnen. 

Was demnach eine Zelle oder eine Zellenart im Kataphoreseversuch 
demonstriert, resultiert aus der Interferenz der Adsorptionsladungen aller 
Ampholyte, Azidoide und Basoide. Es ist ein Rest dissoziicrender und aus- 
iauschbarer lonen, der durch die Interferenz nicht geléscht wird. Dieser 
Rest kann das aktuelle Adsorptionspotential der ganzen Zelle 
genannt werden. Die Wanderungsrichiung ist also das Umgekehrte des 
Ladungssinnes der Zellampholyte. 

Die Wanderungsgeschwindigkeit im gegebenen Spannungsfeld steht in 
einem GréRenverhaltnis zur Ladungsstirke der Zelle. Das Gréfenverhilt- 
nis selbst ist noch unbekannt. Es wird auch mit der Wanderungsgeschwin- 
digkeit der Zellen nicht genau zu ermitteln sein, denn hierbei ist mit vielen 
Fehlerquellen zu rechnen. Vor allem hat man es bei den dissoziierenden 
Jonen, die die Zelle im Spannungsfeld ,.mitnehmen’, nicht immer mit Wasser- 
stoff- und Hydroxylionen oder gleichbleibend mit anderen Kationen oder 
Anionen zu tun, die als freie Ionen im gleichen Spannungsfeld alle die 
gleiche Geschwindigkeit haben miissen, sondern deren Geschwindigkeiten 
artgemaf verschieden sind. 

Was die Wanderungsgeschwindigkeiten beeinflussen kann, lift sich sehr 
cindrucksvoll demonstrieren. Mit steigender cH+ schwindet die Bedeutung 
der sonst vorherrschenden Kationendissoziation, und die kathodische Wan- 
derung wird geringer, weil infolge von Austausch und Assoziation der Kat- 
ionen die anionischen Ladungen zunehmend an Bedeutung gewinnen. 

Man kann aber die cH+ einer Lésung nicht erhéhen, ohne mit einer not- 
wendig zuzufiigenden Saure neben dem H+-lon auch ein Anion hineinzu- 
bringen. Die Anionen finden leicht die Austauschméglichkeit, weil in der 
sauren Lésung die Hydroxylionen ohnehin stark dissoziieren. Was dabei 
geschieht. scheint zunachst fast unwahrscheinlich zu sein. Meist wird die 
Geschwindigkeit der kathodischen Wanderung infolge erhéhter Kationen- 
assoziation geringer, wie es als Wirkung erhéhter cH+ theoretisch zu erwar- 
ien ist. Es ist aber auch méglich, da die Geschwindigkeit der kathodischen 
Wanderung mit steigender cH+ gréBer wird, was — wie gesagt — sinnlos 
widersprechend zu sein scheint. Der Widerspruch entfallt sofort, wenn man 
bedenkt, dafi das Adsorptionspotential der Zelle, von dem die Wanderungs- 
geschwindigkeit der Zelle abhangt, eine Funktion der Interferenz einander 
entgegengesetziter Ladungen ist. Es kann also sein, daB das Hinzufiigen 
einer Saure unter der Wirkung der Wasserstoffionen die Dissoziation der 
Kationen vermindert. Der Effekt der Interferenz kann aber auch umgekehrt 
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sein, wenn das unvermeidliche Anion der Siure im Austausch eine Bindung 
mit sehr geringer Dissoziation eingeht. Die Anionendissoziation kann dann 
trotz der Erhéhung der cH+ weit mehr zuriickgehen als die Kationendisso- 
ziation. Wird von einem gegebenen Verhiltnis aus die Dissoziation der 
Anionen stirker vermindert als die Dissoziation der Kationen, dann steigt 
notwendigerweise die kationische Ladungsdichte. Es werden mehr Kationen 
aus der Wirkung der Interferenz, aus der Ladungsléschung befreit. als 
durch die erhéhte cH+ in den Zwang zur Assoziation kommen. 

Das Anion kann je nach der Auswahl des Puffers iiber einen weiten 
Bereich der cH+ eine verhaltnismafig grofe oder eine verhaltnismafig 
geringe durchschnittliche Geschwindigkeit der kataphoretischen. Wanderung 
verursachen. Es kann auch die kathodische Wanderung mit steigender cH+ 
beschleunigen, wenn unter Beachtung gleichbleibender molarer Konzentra- 
tion die héhere cH+ mit einer Saure erzielt wird, deren Anionen im Aus- 
tausch gegen Hydroxylionen eine nichtdissoziierende Bindung eingehen. 
Der Anioneneffekt ist dabei sehr grof. Er iiberdeckt weit die oben beschrie- 
benen méglichen Fehler, die aus der unterschiedlichen Wanderungsgeschwin- 
digkeit der Ionen resultieren kénnen. 

Ein dritter Einflu® auf die Wanderungsgeschwindigkeit und (im Wende- 
bereich) auf den Richtungssinn der Wanderung geht von der Zelle aus. Es 
sind die Exzesse der diskontinuierlichen Schwankungen in der Geschwin- 
digkeit. Sie scheinen bei allen Puffern und allen von den Anionen beherrsch- 
ten durchschnittlichen Geschwindigkeiten wohl mit mehr oder minder gro- 
Ren Reichweiten, aber immer iiber den gleichen cH+-Werten aufzutreten. 

Es wurde schon darauf hingewiesen, daf man die Exzesse der dis- 
kontinuierlichen Schwankungen wegen ihrer Regelmafigkeit Ausdriicke von 
Zellmerkmalen nennen kann. Ihre Erklarung findet sich im Wesen der 
Ladungsinterferenz. Znachst ist zu bedenken, dafi jeder Ampholyt iiber 
der cHt-Reihe zwei Maxima und drei Minima des Adsorptionspotentials 
hat: ein Maximum des negativen und ein Maximum des positiven Poten- 
tials, ein Minimum des negativen Potentials infolge des Assoziationszwanges 
im Bereich héherer cH+, ein Minimum des Gesamtpotentials beim [EP und 
ein Minimum des positiven Potentials infolgc des Assoziationszwanges im 
Bereich minderer cH+. In einem Gemisch solcher Ampholyte ist es nun még- 
lich, daf® die individuellen IEP der Ampholyte ungleich weit auseinander- 
liegen und daf die Ampholyte sowohl in den Amplituden als auch in den 
Halbwellenlangen in sich und untereinander ungleich sind. Tragt man die 
Potentialkurven einer Anzahl Ampholyte modellmaBig in ein Koordinaten- 
system ein (Geschwindigkeits- oder Potentialwerte in der Ordinate und 
cH+-Werte in der Abszisse), berechnet iiber den Streckenpunkien der Ab- 
szisse die aus der Interferenz resultierenden Potentialwerte des Ganzen und 
trigt deren Potentialkurve ein, dann kénnen sich tatsichlich die diskontinu- 
ierlichen Schwankungen zeigen, wie sie bei den Geschwindigkeitsmessungen 
der Kataphoreseversuche charakteristisch sind. Da die Exzesse der dis- 
kontinuierlichen Ladungs- oder Potentialscdhwankungen unabhingig von 
dem jeweils akuten Adsorptionspotential immer iiber den gleichen Werten 
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der cH+ aufiauchen und die verschiedenen Kationen und besonders die An- 
ionen auf die Lage der Exzesse keinen Einflu8 haben, wird dann verstind- 
lich, wenn man erwigt, daft bei einem Ampholyten vom IEP ausgehend im 
Bereich héherer cH+ die Wasserstoffionen die starkst assoziierenden Kat- 
ionen sind, die die anderen Kationen aus der Assoziation bzw. Adsorption 
verdringen. Der Siureanteil des Ampholyten ist dann stark assoziiert; um- 
gekehrt verdringen im Bereich verminderter cH+ die Hydroxylionen die 
anderen Anionen aus der Assoziation und assoziieren selber. In dem kom- 
plexen Ampholyt .Zelle’ existieren jedoch auf Grund der unterschiedlichen 
Lage der IEP der verschiedenen Einzelampholyte immer entgegengerichtete 
individuelle Adsorptionspotentiale, die sich interferierend léschen oder ver- 
stirken kénnen. Inwieweit man jedoch von den steilen Anstiegen des 
Adsorptionspotentials bzw. der kataphoretischen Wanderungsgeschwindig- 
keit, die theoretisch immer dort auftreten miissen, wo ein einzelner Ampho- 
lyt mit fallenden cH+-Werten beim Durchgang durch den IEP die totale 
Wasserstoffionenassoziation aufgibt und in eine totale Hydroxylionen- 
assoziation iibergeht, direkt auf die IEP verschiedener Zellampholyte 
schlieBen darf, steht zunachst noch nicht fest. Es werden weitere eingehen- 
dere Untersuchungen hieriiber durchgefiihrt werden miissen. 


Was hier bei den beschriebenen Arbeiten iiber Richtung und Geschwin- 
digkeit der kataphoretischen Wanderung mit dem Zicle der Darstellung des 
physiologischen Adsorptionspotentials getan und erreicht werden konnte, 
sind nur Vorarbeiten, die sich zunachst mit bekannten Dingen auseinander- 
seizen muftien und fiir den Weg ins Unbekannte orientierende Aufgaben 


hatten. 


Zusammenfassung 


Die Geschwindigkeit der kathodischen Wanderung von Hefezellen im 
Kataphoreseversuch wird mit steigender molarer Konzentration des ver- 
wendeten Puffers geringer. Ihre Verringerung nahert sich asymptotisch dem 
Nullwert. 

Die Geschwindigkeit wird auch mit steigender cH+ geringer und erreicht 
bei héherer cH+ einen Minimalwert, nihert sich aber nicht einem Nullwert, 
sondern einem Wendepunkt der Wanderungsrichtung. Wird dieser erreicht. 
dann tritt mit weiterer Erhéhung der cH+ anodische Wanderung mit stei- 
gender Geschwindigkeit auf. 

Die Geschwindigkeit steht sehr stark unter spezifischen Einfliissen der 
Anionencharaktere der verwendeten Puffer. Das Phosphation erhéht trotz 
steigender cH+ die Geschwindigkeit der kathodischen Wanderung. Bei der 
Anwendung anderer Anionen, wie z. B. des Oxalations, vermindert sich die 
Geschwindigkeit der kathodischen Wanderung mit steigender cH+. 

Die Kurve der Geschwindigkeitsinderung der kataphoretischen Wande- 
rung iiber der cH+-Reihe zeigt eine Anderung in der Dissoziation der adsor- 
bierten Ionen und mit entgegengesetztem Vorzeichen eine Anderung der 
clektrostatischen Ladungen der Zellampholyte. Diese Anderung ist nicht 
kontinuierlich, sondern hat starke diskontinuierliche Schwankungen mit 
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Exzessen, die immer wieder in bestimmten Wertgebieten der cH+t-Reihe 
auftreten. Es muf angenommen werden, daf® die Schwankungen auf Ein- 


fliisse der IEP und Dissoziationskonstanten verschiedener Ampholyie. 


Azidoide und Basoide der Hefezellen zuriickzufiihren sind. 
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Schon lange ist die interessante Fahigkeit vieler Viren bekannt, daf sie 
in den Zellen ihrer Wirtspflanzen die Bildung besonderer Koérper verur- 
sachen kénnen. Diese Zelleinschliisse k6nnen verschiedener Art sein: amorph 
oder kristallinisch. Die amorphen Kérper oder X-bodies sind haufiger als 
die kristallinen Einschliisse und fiir die an Virosen leidenden Pflanzen be- 
sonders charakteristisch. Nach Ba wden (1950) erscheinen ahnliche Kérper 
bei keiner anderen Krankheit. sondern nur bei Viruskrankheiten. Sie haben 
gewohnlich eine kugelige. ovale oder améboide Form, besitzen einen kérni- 
gen Inhalt und sehr oft eine oder mehrere Vakuolen. 

Neben den amorphen erscheinen manchmal in den infizierten Pflanzen 
auch kristalline Einschliisse. Vielen Viren fehlt die Fahigkeit, die letzteren 
Ko6rper zu verursachen. Kéhler und Klinkowski (1954) und Bawden 
(1950) fiihren fulgende Viren an, die kristalline Einschliisse bilden kénnen: 
Tabakmosaik-Virus, Etch- und Ringfleckigkeit-Virus des Tabaks, Hafer- 
mosaik- Virus, Pisum-2- und Phaseolus-2-Virus und Kartoffel-X-Virus (das 
letztere nicht regelmafig) 1; weiter ist diesen Viren das Kakteenvirus anzu- 
schlieBen, das von Rosenzopf (1951) entdeckt und spater eingehender 
besonders von Weber und seinen Mitarbeitern untersucht wurde (Lit. bei 
Amelunxen 1956). Die bekanntesten kristallinen Einschliisse sind die- 
jenigen, die unter dem Einflu® des Tabakmosaik-Virus entstehen; diese 
haben am haufigsten die Form hexagonaler Plattchen, die dreidimensionale 
Regelmafigkeit echter Kristalle zeigen. In letzterer Zeit haben Steere und 
Williams (1953) mittels des Mikromanipulators diese Eiweifkristalle iso- 
liert und elektronenoptisch nachgewiesen, daf sie aus Partikeln von Tabak- 


1 


Bei Kéhler und Klinkowski finden sich Angaben iiber noch einige 
kristallinen Einschliisse, die zum Unterschied von den oben angefiihrten nicht so 
emgehend untersucht worden sind. 
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mosaik-Virus aufgebaut sind. Diese Entdeckung hat das Interesse fiir die 
Viruseinschliisse vergréBert, denn es ist sehr wahrscheinlich, da auch 
manche andere kristalline Viruskérper Aggregate von Virusmakromolekeln 
darstellen. 

Die im Cytoplasma lokalisierten kristallinen Einschliisse entstehen in 
vielen Fallen aus den X-Koérpern. Da die von verschiedenen Viren bedingten 
Kristalle eine verschiedenartige Form und Lokalisation zeigen, so kénnen 


Abb. 1. Alliaria officinalis. Teil einer Pflanze mit Krankheitssymptomen. 


diese neben anderen Eigenschaften einen grofen Wert fiir die Diagnostik 
der Viruskrankheiten haben. 


Soweit uns bekannt ist, sind bis jetzt bei keiner Cruciferen-Virose kri- 
stallinische Viruskérper beobachtet worden. Es ist deshalb von Interesse zu 
berichten, daf wir in kranken Exemplaren von Alliaria officinalis amorphe 
und kristallinische Viruseinschliisse beobachtet haben. 


Im vorigen Jahre haben wir an den Wegrandern neben den Dérfern 
Graéani und Sestine in der Umgebung von Zagreb viele kranke Exemplare 
von A. officinalis gefunden. Ungefahr 20 bis 30% aller Pflanzen wiesen 
deutliche Krankheitssymptome auf. An den Blattern dieser Pflanzen konnte 
man gelbliche und gelbgriine Flecken verschiedener Form wahrnehmen, die 
sehr jenen von virusmosaikkranken Blattern ahnelten. AuBerdem waren 
die Blatispreiten sehr stark gerunzelt und ihre Rander nach unten oder 
nach oben gekriimmt (Abb. 1 und 2). Durch diese Kriimmung bekam die 
Blattspreite die Form einer seichten Schiissel, deren gewolbter Teil bald 
nach oben, bald nach unten gekehrt war. Dieses Aussehen des Blattes resul- 
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tierte sehr wahrscheinlich daraus, daf{ das Flachenwachstum der Spreite 
starker als das des Randes war. 

Diese pathologischen Verainderungen sind ziemlich charakteristisch 
fiir manche Viruskrankheiten. Da wir auferdem in den Zellen der kranken 
Pflanzen auch X-Koérper gefunden haben, sind wir der Ansicht, daf die 
anomalen Exemplare von A. officinalis an einer Virose leiden. Im Zusam- 
menhang damit mult erwahnt werden, daft in den Handbiichern von K 6 h- 


Abb. 2. Alliaria officinalis. Zwei.Blatter einer kranken Pflanze. 


ler und Klinkowski (1954), Rizkov (1946) und Smith (1937) keine 
Virose fiir Alliaria officinalis angefiihrt ist; es scheint demnach, daf in der 
vorliegenden Mitteilung eine solche Krankheit zum erstenmal verzeichnet 
wird. 


X-Kérper und Kristallnadeln 


In den Zellen kranker Pflanzen von Alliaria officinalis haben wir kuge- 
lige oder irregulare, manchmal vakuolisierte Cytoplasma-Ballen gefunden, 
die durchaus mit X-Kérpern viruskranker Pflanzen iibereinstimmten. Dab 
diese Gebilde mit pathologischen Verainderungen im Zusammenhang stehen, 
dafiir spricht der Umstand, daf sie nur in kranken Exemplaren vorkom- 
men. 

Neben den amorphen Koérpern begegneten wir auch scharf vom Cyto- 
plasma abgetrennten Einschliissen, die mit einer kleineren oder gréBeren 
Anzahl von Kristallnadeln ausgefiillt waren (Abb. 3a, b, d). Die Nadeln 


zeigten eine deutliche Tendenz, sich zueinander parallel einzustellen, und 


es bildeten sich haufig aus parallel gelagerien Nadeln zusammengesetzte 
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Biindel. Es fanden sich manchmal in einem Koérper mehrere Biindel. die in 
verschiedenen Richtungen orientiert waren (Abb. 3 a, b). In den X-Kérpern 


Saree 


g LJ 
"Ta okie | " 


Abb. 3. Alliaria officinalis. Zellen mit Viruskérpern. a—b mit EiweiBnadeln aus- 

gefiillte X-Kérper in der Epidermis des Fruchtknotens:; c stabférmiger Kérper aus 

einer Blatt-Mesophylizelle; d X-Kérper mit Eiweifnadeln und einer Vakuole: 

e—g fadenférmige Koérper in Epidermiszellen des Blattes. — c, e—g nach Fixierung 
im Sublimat-Alkohol und nach Farbung mit Saurefuchsin gezeichnet. 


mit Eiweifnadeln konnte man manchmal auch Vakuolen wahrnehmen 
(Abb. 3 d). 

Die X-Kérper von Alliaria officinalis stimmten nach ihren Eigenschaften 
besonders mit jenen X-Kérpern iiberein, die mit der Bildung kristalliner 
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Einschliisse im Zusammenhang stehen, so z. B. mit den X-K6érpern von 
Tabakmosaik- oder Kakteen-Virus. Bei diesen letzteren Virosen entstehen 
oft die kristallinen Einschliisse aus den X-Kérpern, und zwar durch eine 
allmahliche Anhaufung von kristallinem Material. Wahrend sich die X-K6r- 
per bei Kakteen und der Tabakmosaikkrankheit relativ selten in solchen 
Stadien befinden, wenn sie mit Kristallen ganz ausgefiillt sind, ist dieser 
Zustand bei Alliaria ziemlich haufig. Neben solchen X-Kérpern bestehen 
aber in dieser Pflanze auch andere mit stark hervortretender paralleler An- 
ordnung der Eiweifnadeln und undeutlicher Abgrenzung zwischen dem 
Cytoplasma und der Kérper-Grundsubstanz. Diese letzteren Gebilde sind 
ihrem Aussehen nach den Eiweifspindeln analog. 

Die Nadelbiindel in X-K6érpern sind optisch anisoirop und zeigen in 
bezug auf die Nadellange den positiven Charakter der Doppelbrechung. 
Denselben optischen Charakter haben auch die Kakteen-Eiweifspindeln 
(Kiister 1934) und die Parakristalle der Tabakmosaikkrankheit (Kass a- 
nis und Sheffield 1941). 

Die Nadelbiindel von A. officinalis konnten nach der Methode behandeli 
werden, die von Zimmermann (Molisch 1913) fiir die Untersuchung 
der Eiweifkristalloide ausgearbeitet wurde (Fixierung im Sublimat-Alkohol 
und Farbung mit Saurefuchsin). Die nach diesem Verfahren behandelten 
Nadeln werden intensiv rot gefarbt. Daf sie aus Eiweiff bestehen, wurde 
durch das positive Ergebnis der Xanthoprotein-, der Millon- und Raspail- 
Reaktion nachgewiesen. Die X-Kérper und Kristallnadeln lésten sich auRer- 
dem leicht in Trypsin. 


Was die Lokalisation der X-Kérper und der Eiweiffspindeln in den 
kranken Pflanzen betrifft, fanden wir diese in beiden Blattepidermen sowie 
im Blattmesophyll und in der Epidermis des Fruchtknotens. Die Anwesen- 
heit der Kérper in diesen Geweben war ziemlich ungleichmafig. Manchmal 
befanden sich die K6rper sehr reichlich in der Fruchtknotenepidermis, waren 
aber sehr selten oder fehlten durchaus in den Blattern; ein anderes Mal 
waren die Kérper im gréferen MaB in Mesophylizellen vorhanden. 


Andere EiweiSkérper 


In denselben Exemplaren von A. officinalis kommen neben den X-K6r- 
pern und Eiweifspindeln auch faden- und stabférmige Einschliisse vor. Am 
haufigsten befanden sich die Stab- und Fadenkérper in Blatt-Mesophyll- 
zellen, wurden aber manchmal auch in der Blattepidermis und im Frucht- 
knoten bemerkt (Abb. 3 c, e—g). Ahnliche fadenférmige Gebilde sind bisher 
mehrmals in mit Virus infizierten Pflanzen gefunden worden, so z. B. bei 
der Tabakmosaikkrankheit (Kassanis und Sheffield 1941) und bei 
Kakteen (Weber, Kenda und Thaler 1952; Miliéié 1954). 

Die Stabe aus dem Mesophyll waren gewoéhnlich gerade, gleichmafig 
breit und hatten stumpfe Enden; am haufigsten erstreckten sie sich von 
einem bis zum anderen Rand der Zelle (Abb. 3c). In seltenen Fallen wur- 
den in ein und derselben Zelle zwei stab- oder fadenartige Gebilde wahr- 
genommen. Dem gleichmafigen Aussehen der Mesophyllkérper gegeniiber 
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boten die Epidermiskérper ein etwas verschiedenartigeres Bild: manchmal 
waren sie gekriimmt, fast ringférmige Gebilde bildend, oder es befanden 
sich je zwei Faden parallel nebeneinander (Abb. 3 e—g). 

Auch diese Kérper konnten durch Anwendung der Methode Zim me r- 
mann stark rot gefarbt werden. Wir vermuten deshalb, daf auch die 
faden- und stabférmigen Kérper aus Eiweift bestehen. 


Zusammenfassung 


In der Umgebung von Zagreb wurden viele Exemplare von Alliaria 
officinalis gefunden, die deutliche Symptome einer Mosaikkrankheit zeig- 
ten. In den Zellen dieser Pflanzen waren verschiedenartige Viruskérper vor- 
handen. Ziemlich selten fanden sich durchaus amorphe X-Kérper oder 
Eiweifspindeln, viel haufiger wurden X-Kérper mit in ihnen eingebetteten 
kristallinen Eiweifnadeln beobachtet. AuBerdem konnten in einigen Zellen 
auch stab- und fadenférmige Eiweifkérper wahrgenommen werden. Alle 
diese EinschluBkérper waren entweder in den Epidermen und im Meso- 
phyll des Blattes oder in der Fruchtknotenepidermis lokalisiert. 
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Elektrische Messungen und Reizversuche 
an Amoeba proteus' 


Von 


Karl Umrath 


Aus dem Zoologischen Institut der Universitat Graz 


(Eingegangen am 30. Marz 1956) 


Einleitung 


Schon 1931 hat Marie Telkes iiber mikroelektrische Messungen an 
Amdoben berichtet, bei denen sie das Protoplasma gegeniiber dem Kultur- 
medium elekirisch negativ fand. Zugabe von destilliertem Wasser und von 
stark verdiinnten Salzlésungen vergréRerten die Spannung, weniger ver- 
diinnte Salzlésungen fiihrten zu ihrer voriibergehenden Senkung oder Um- 
kehr, héhere Salzkonzentrationen fiihrten zu einer dauernden Potential- 
senkung oder -umkehr, noch héhere zum Potentialverlust und Tod. Buc h- 
thal und Péterfi haben an Amében auf Agar mit Knoplésung sehr ge- 
ringe Spannungen wechselnden Vorzeichens gemessen. Es 1aBt sich schwer 
sagen, ob die Konzentration der Salze im AuSenmedium so hoch war, daft 
deswegen die gemessenen Spannungen so gering und etwa zur Halfte posi- 
tiv und nur zur anderen Halfte negativ waren oder ob andere Umstande 
die Messungen beeintrachtigten. Daher habe ich es fiir wiinschenswert ge- 
halten, an Amoeba proteus die Spannung zwischen Protoplasma und Aufen- 
medium nochmals zu messen und weiter durch Reize’ ausgeléste Aktions- 
stréme und Bewegungsreaktionen zu untersuchen. 


Methodik 


Die Spannungsmessung erfolgte ahnlich wie bei meinen Untersuchungen 
an Nitella (Umrath 1930, 1932). Als Mefelektroden habe ich Mikroelek- 
troden verwendet, die mit 0,1 oder 0,5n KCl-Loésung gefiillt waren und aus 
denen ich mit chlorierten Silberdrahten weiter abgeleitet habe. Bei Fiillung 
mit 0,01 n KCl-Lésung erwies sich der Widerstand der feinen, einzustechen- 
den Mikroelektrode als zu grof. Vor und nach dem Versuch tauchien die 


1 Herrn Professor Karl von Frisch zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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beiden Ableitungselektroden in dieselbe KCl-Lésung, mit der sie auch ge- 
fiillt waren. Wahrend des Versuches befanden sich einige Amében in etwas 
Wasser aus ihrer Kultur in einem Uhrschalchen. Die grébere Elektrode 
tauchte am Rand in das Wasser, die feinere, mit einem dauferen Spitzen- 
durchmesser von 3—10 u, tauchte zunachst in der Nahe der Amébe, meist 
etwa 11cm von der groben Elektrode entfernt, in das Wasser und wurde 
dann, bei Beobachtung mit einem binokularen Mikroskop, von oben her in 
die Amébe eingestochen. Die Spannung wurde mit einem Lindemann- 
Elektrometer gemessen, ein Skalenteil entsprach, je nach der Hilfsspannung 
an den Platten, etwa 8 mV, halbe Skalenteile konnten gut abgelesen werden, 
mitunter wurden viertel Skalenteile geschatzt. Gereizt habe ich mit einem 
Induktorium mit Eisenkern mit einem auf geringe Frequenz eingestellten 
Wagnerschen Hammer und mit zwei Stahlakkumulatoren im Primiarkreis. 
Die Reizstarke wurde durch Veranderung des Rollenabstandes variiert. Die 
Reizelektroden, chlorierte Silberdrahte. tauchten in einigen Millimetern von 
der Amobe in das Wasser. 

Die Bewegungsreaktionen beobachtete ich mit dem binokularen Mikro- 
skop bei 26- bis 51facher Vergréferung. In den Versuchen, in denen die 
elektrische Spannung der Amoében nicht gemessen wurde, erfolgte die Rei- 
zung entweder mechanisch mit einer fein ausgezogenen Glasnadel oder 
elektrisch mit den schon beschriebenen Induktionsstrémen oder mit durch 
Gleichrichter aus dem stadtischen Netz entnommenem Gleichstrom oder 
Rechteckwechselstrom (GleichstromstéBe wechselnder Richtung. durch Pau- 
sen getrennt, Apparat bei Umrath 1926 beschrieben). Die Stromzuleitung 
erfolgte in allen diesen Versuchen durch umkehrbare Elektroden, Queck- 
silber mit Kalomelbelag. dariiber 0.65%ige NaCl-Lésung mit seitlich ange- 
setzten Pinseln. die mit Leitungswasser getrankt waren und in das Uhr- 
schalchen mit den Amében tauchten. 


Die elektrische Spannung des Amébenprotoplasmas 


Die in eine Amodbe eingestochene Elektrode nahm eine negative Span- 
nung von wenigen Millivolt bis maximal — 65 mV an. Die Zeitdauer, in der 
eine solche Spannung gemessen werden konnte, war sehr verschieden lang. 
Blieb der Kontakt mit dem Glasboden des Uhrschalchens. den die Amébe 
vor dem Einstich hatte, erhalten oder wurde er bald wieder hergestellt. so 
kroch die Amébe meist im Laufe einer oder weniger Minuten von der Elek- 
trode weg. Da das Einstechen der Elektrode einen wenn auch oft nur gerin- 
gen Reiz darstellt, gibt die Amébe dabei in der Regel den Kontakt auf. 
meist nur mit geringfiigiger Verkiirzung der Pseudopodien. Ich habe ver- 
sucht, durch Heben der Elektrode die Am@ébe in das freie Wasser zu bringen 
und ihr dadurch das Wegkriechen von der Elektrode zu erschweren und 
konnte so einige Versuche auf etwa 20 Minuten ausdehnen. 

Obzwar ich Messungen, die sich iiber lingere Zeit erstreckten, meist zu 
Reizversuchen ausniitzte, habe ich den Eindruck, daf sich die elektrische 
Spannung des Amébenprotoplasmas spontan im Laufe der Zeit stark iin- 
dern kann. Ich fand einmal beim Einstich — 19 mV, nach der ersten Minute 
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— 37, nach der dritten — 30, nach der vierten — 22 und nach der fiinften 
Minute — 15 mV. Ich beobachtete in manchen Versuchen bald nach dem Ein- 
stich der Elektrode noch eine Zunahme, in anderen eine Abnahme der Span- 
nung. 

Fiir die Mittelbildung habe ich den in jedem Versuch erreichten Héchst- 
wert der negativen Spannung zugrunde gelegt. 29 Versuche mit Elektroden, 
die mit 0,1 n KCl-Lésung gefiillt waren, ergaben fiir die Spannung zwischen 
Amdébenprotoplasma und umgebendem Wasser als Mittelwert und mitt- 
leren Fehler — 17,5 + 1,5 mV, 30 Versuche mit Elektroden, die mit 0,5 n KCI- 
Lésung gefiillt waren, — 19,2 + 2,3 mV, die Differenz ist 1,7 + 2,7. Die nie- 
dersten Werte waren in beiden Versuchsreihen —8mV, in beiden waren 
acht Werte iiber —20mV, die zwei héchsten Werte waren in der ersten 
Versuchsreihe beide — 37, in der zweiten —37 und —65mV. Die Unter- 
schiede zwischen beiden Versuchsreihen sind wahrscheinlich nur zufallig, 
und man kann annehmen, daf die Mefresultate davon unabhangig sind, 
ob die Elektroden mit 0,1 n oder mit 0,5n KCl-Lésung gefiillt sind und da 
das Protoplasma von Amoeba proteus im Mittel —18mV gegeniiber dem 
umgebenden Kulturwasser hat. 


Verainderungen an den Elektroden durch die Einstiche in Amében 


Wenn die Elektroden nach der Messung in die KCl-Lésung gebracht 
wurden, mit der sie auch gefiillt waren, so hatten sie gegeneinander keine 
Spannung bzw. dieselbe geringe Spannung wie vor der Messung. Mitunter 
verhielten sich erst einmal verwendete Elektroden in dem Leitungswasser, 


in dem sich die Amében befanden, ebenso. In der Regel und insbesondere 
nach 6fterer Verwendung hatte aber die eingestochen gewesene Elektrode 
in Leitungswasser eine negative Spannung gegeniiber der groffen Vergleichs- 
elektrode; oft habe ich Spannungen zwischen 0 und —8mV gemessen, in 
einzelnen Fallen bis —11mV und vielleicht nur deswegen nicht mehr, weil 
ich solche Elektroden nicht weiter verwendete und durch neue ersetzte. In 
destilliertem Wasser war die Spannung solcher Elektroden wesentlich gré- 
Rer, —15 bis — 100 mV, im Mittel von neun Messungen — 60 mV, doch gin- 
gen diese Werte im destillierten Wasser im Laufe weniger Minuten auf 
etwa die Halfte zuriick. Dieser Effekt vergréRerte sich, wenn die Elektroden 
nach den Messungen durch Stunden in die KC}-Lésung tauchten, mit der sie 
gefiillt waren und in der sie, wie erwahnt, keine Spannung gegeneinander 
zeigten. Offenbar bleiben Bestandteile aus der Amébe an der Elektroden- 
spitze, an der sie eine Membran zu bilden scheinen, die fiir K+ permeabler 
ist als fiir Cl-. Ahnliche Membranbildungen an Elektroden wurden von 
Umrath (1930, 1932, 1934, 1954) bei elektrischen Messungen an Algenzellen 
und von Diannelidis und Umrath bei Messungen an Myxomyceten- 
Plasmodien beobachtet. Die Membraneffekte waren nie das Hauptobjekt 
der Untersuchung, sondern wurden nur nebenbei beschrieben. Ich habe aber 
den Eindruck, da& die Membraneffekte an in Pflanzenzellen eingestochen 
gewesenen Elektroden viel ausgepragter sind und auch schon in Leitungs- 
wasser viel starker in Erscheinung treten. Die hier beobachteten Membran- 
Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 24 
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effekte an Elektroden, die in Amében eingestochen waren, scheinen denen 
sehr ahnlich zu sein, die Umrath (1954a) bei seinen Versuchen an Eier- 
stockeiern von Fréschen beschrieben hat. Die eingestochen gewesene Elek- 
trode war hier in destilliertem Wasser und in Glukoselésung stark negativ, 
der Effekt wurde aber schon durch kleine Salzzusatze stark verringert. 

Trotz des beschriebenen Effektes in Wasser sind solche wiederholt ver- 
wendete Elektroden noch zu weiteren Versuchen an Amoben brauchbar, wie 
das ja auch in den oben zitierten Arbeiten an pflanzlichen Objekten der 
Fall war. Dies ist verstandlich, da der Ionengehalt des Protoplasmas vieler 
Zellen ahnlich ist wie der einer 0,1 n KCl-Lésung. 

Eine Elektrode kann aber auch zu Messungen an Amoében unbrauchbar 
werden. Eine solche hatte nach einigen Einstichen in Amében in Wasser 
—7mV gegen die Vergleichselektrode. Bei weiteren Einstichen in Amében 
zeigte sie unmittelbar beim Einstich —14 bis —30mV, doch ging diese 
Spannung im Laufe weniger Sekunden sehr stark zuriick, nahezu auf 
—7mV. Hier scheint eine um die Elektrodenspitze herum gebildete Mem- 
bran rasch Anschluf an die Zellgrenzschicht der Amében gefunden zu 
haben. Mechanisch steckte die Elektrode langere Zeit in den Amoében, aber 
nicht dem Anschein der elektrischen Messung nach. Erscheinungen, die auf 
eine solche Abkapselung der Elektrodenspitze schliefen lassen, sind von 
Umrath (1930, 1932, 1934) an Algenzellen und an Zellen héherer Pflanzen 
und von Diannelidis und Umrath an Myxomyceten-Plasmodien als 
haufige Erscheinungen beschrieben worden. Daf ich sie bei Amében nicht 
ofter beobachtet habe, liegt wahrscheinlich daran, da die Membranbildung 
um die Elektroden bei Amében nur gering ist und an der kurzen Zeit der 
Messungen, die selten 20 Minuten erreichte. 

Nur einmal habe ich beobachtet, daf eine in eine Amébe eingestochene 
Elektrode zuniachst eine positive Spannung, + 13 mV, annahm, die sich dann 
langsam in —11mV veranderte. Ein elektrischer Reiz fiihrte zur Abkuge- 
lung der Amébe mit Absinken der Spannung wahrend des Aktionsstroms 
auf —4mV und Wiederanstieg auf —11mV. Nach dem Versuch war die 
Elektrode in Wasser positiv, was ich sonst nie beobachtet habe, in Leitungs- 
wasser + 39mV, in 0,5n KCl-Lésung, womit sie gefiillt war, +-9mV, in 
destilliertem Wasser -+-87mV, und diese Werte nahmen nur langsam et- 
was ab. 


Reizversuche und Aktionsstréme 


In den Versuchen, in denen ich auch Aktionsstréme ableitete, habe ich 
mit rhythmischen Induktionsstrémen von ungefahr 4 SchlieBungs- und 
4 Offnungsschligen pro Sekunde gereizt. Unter einer gewissen Schwelle 
waren die Reize ohne erkennbaren Erfolg. Etwas starkere Reize, von etwa 
der 1 %fachen Reizstirke, fiihrten meist zu noch nicht maximalen Aktions- 
strémen und nur zu einer mehr oder weniger weitgehenden Verkiirzung der 
Pseudopodien. Die Reizdauer war meist 3—6sec, bei 20—30sec Dauer 
nahm die Reizwirkung héchstens unbedeutend zu. Starke Reize, von etwa 
der 2- bis 2%fachen Starke der eben noch unwirksamen und von 3—6sec 
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Dauer, hatten einen maximalen Effekt, d.h. sie fiihrten zu maximalen 
Aktionsstrémen und zum Einziehen der Pseudopodien mit mehr oder weni- 
ger weitgehender Abkugelung der Amoében. 


In 19 Versuchen habe ich Aktionsstréme bei elektrischer Reizung beob- 
achtet, in manchen Versuchen nach verschieden starken Reizen. Die Aktions- 
stréme fiihrien in einigen Sekunden zu einem Spannungsriickgang oder 
einer Spannungsumkehr, worauf ein zunachst rascherer und dann lang- 
samerer Wiederanstieg der negativen Spannung folgte, der zwei bis meh- 
rere Minuten dauerte. In 7 Versuchen fiihrte der Aktionsstrom bei starken 
Reizen zu einer Potentialumkehr, so daf die Spannung des Protoplasmas 
gegeniiber dem umgebenden Wasser auf der Héhe des Aktionsstroms bei 
einer Amébe +11 mV betrug, bei einer anderen bei zwei aufeinanderfol- 
genden Reizungen +11 und +8mV, wahrend bei den iibrigen 5 Amében 
Werte zwischen +4 und +8mV erreicht wurden. An 5 Amdben fiihrten 
starke Reize 2u Aktionsstrémen mit einem Abfall der Spannung des Proto- 
plasmas auf etwa 0 und an 7 anderen Amében nur zu Spannungsriickgan- 
gen auf — 4 bis — 11 mV. Ob es sich beim Riickgang auf —11mV noch um 
eine maximale Reaktion handelte, erscheint mir unsicher, obzwar ich dabei 
in einem Fall das Einziehen der Pseudopodien notiert habe. 

So wie die von mir an Amében gemessenen Spannungen iiber einen wei- 
ten Bereich streuten, so war auch das Ausmaf der Aktionsstréme sehr ver- 
schieden. Es war maximal 37 mV, verbunden mit Spannungsumkehr auf 
+11mV und minimal 4mV mit Spannungsriickgang auf —7mV. In 8 Fal- 
len von Spannungsumkehr wahrend des Aktionsstroms, bei 7 Amében, war 
die Spannung vorher im Mittel — 21,2mV, das Ausmaff des Aktionsstroms 
im Mittel 28,omV, in 6 Fallen von Riickgang der Spannung auf 0, bei 
5 Amében, war die Spannung vorher im Mittel — 12,2 mV und das Ausmaf 
des Aktionsstroms 12,2mV und in 9 Fallen von Spannungsabnahmen, die 0 
nicht erreichten, bei 7 Amében, war die Spannung vor dem Aktionsstrom im 
Mittel —19,6mV und das Ausmaf des Aktionsstroms im Mittel 11,9mV. 
Die an den Amoében vor dem Aktionsstrom gemessene Spannung war bei 
Potentialumkehr wiahrend des Aktionsstroms im Mittel am gré8ten, und 
Spannungen des Protoplasmas vor dem Aktionsstrom von —11mV oder 
weniger kamen im Fall der Potentialumkehr nicht vor, wohl aber in den 
beiden anderen Fallen. 

Schwichere Reize fiihrten in der Regel nur zu einer voriihergehenden 
Verkiirzung von Pseudopodien und senkten die Spannung des Protoplasmas 
meist nur auf — 13 bis —11 mV, selten bis auf — 8 mV. In einzelnen Fallen 
habe ich nach schwachen Reizen beobachtet, daf die negative Spannung 
des Protoplasmas erst um einige Millivolt anstieg, ehe der Aktionsstrom 
mit seinem Spannungsabfall einsetzte. 


Ich gebe jetzt noch zwei Versuche auszugsweise wieder, welche die 
Effekte verschieden starker Reize zeigen; der erste zeigt auch, daf ein 
Aktionsstrom mit einem Potentialriikgang auf —9 mV schon maximal sein 
kann. An einer Amébe war die Spannung des Protoplasmas gegeniiber 
dem Auffenmedium einige Minuten nach dem Einstich der Elektrode 
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—26mV, und sie stieg dann auf —30mV; ein Reiz, der mit Reizstiarke 1 
bezeichnet sei, hatte keinen Effekt; Reizstirke 1,5 bedingte einen Aktions- 
strom mit Spannungsriickgang auf —13mV mit anschlieBendem Wieder- 
anstieg auf — 26 und — 30mV; es folgten langsame Spannungsschwankun- 
gen bis herunter zu —13mV mit schlieBlicher Stabilisierung bei — 30 mV; 
ein zweiter Reiz mit Reizstarke 1,5 bewirkte wieder einen Aktionsstrom 
auf —13mV mit Wiederanstieg auf —35 mV; Reizstirke 2 bedingte einen 
Aktionsstrom auf —9mV mit Wiederanstieg auf —30 mV; Reizstarke 2,5 
bedingte ebenso einen Aktionsstrom auf —9 mV, die Amébe war nun ab- 
gekugelt, es folgte ein Wiederanstieg der Spannung auf —26mV; Reiz- 
stirke 5 fiihrte zu Blasenbildung und Absterben der Amébe mit einem 
langsamen, stetigen Spannungsriickgang, ohne dem raschen Spannungsab- 
fall, der fiir den Aktionsstrom charakteristisch ist. Ich halte den Aktions- 
strom mit Spannungsabfall auf —9mV fiir maximal, weil er bei Steige- 
rung der Reizstirke von 2 auf 2,5 nicht vergréfert wurde, weil er mit Ab- 
kugelung der Amébe verbunden war und weil ein zweifach starkerer Reiz 
schon tédlich war. 

An einer anderen Amébe war das Potential des Protoplasmas einige 
Minuten nach dem Einstich der Elektrode — 15 mV. Reizstirke 1 war ohne 
erkennbaren Effekt; Reizstirke 1,5 bedingte einen Aktionsstrom auf 
—11mV, Einziehen der Pseudopodien ohne Abkugelung, Wiederanstieg der 
Spannung auf —15mV und, 5 Minuten nach dem Reiz, auf — 22 mV; Reiz- 
stirke 2 bedingte einen Aktionsstrom mit Spannungsumkehr auf -+-7mV 
mit Abkugelung der Amébe und Wiederanstieg der Spannung auf 
—19mV mit Schwankungen zwischen — 22 und — 19mV. 

Durch mechanische Reize ausgeléste Aktionsstréme habe ich nur ge- 
legentlich zweimal beobachtet. Einmal kugelte sich eine Amoébe infolge einer 
starken Erschiitterung der Elektrode ab, die Spannung ihres Protoplasmas 
war vorher — 22 mV, sie sank bei der Erschiitterung auf 0 und stieg dann 
wieder bis auf — 13 mV an; ein anderes Mal kugelte sich eine beim Einstich 
gréber behandelte Amébe ab, und die Spannung ihres Protoplasmas war 
beim Einstich 0, erreichte aber nach einiger Zeit —22mV. In den meisten 
Fallen war der Einstich kein starker Reiz, so da die Pseudopodien nur 
etwas verkiirzt wurden und gleich eine negative Spannung zu messen war, 
die meist in der ersten Zeit nach dem Einstich etwas zunahm. 

Bei den. Aktionsstrémen geringen Ausmaftes, wie sie nach schwachen 
Reizen auftreten, kénnte es sich um schwiachere Erregungen handeln, die 
sich iiber die ganze Zelle ausbreiten, wie es bei Nitella opaca vorkommt 
(Umrath 1953), oder es kénnte an den distalen Teilen von Pseudopodien 
zu lokalen Erregungen kommen, die zu teilweisem Einziehen der Pseudo- 
podien und zu Spannungsabnahmen fiihren, die sich nur abgeschwacht iiber 
die anschlieRenden Teile der Zellgrenzflaiche ausbreiten. 

Bei mechanischen Reizen hat Ver worn schon seit 1889 an durch lange 
Pseudopodien fiir diese Versuche geeigneten Rhizopoden, Difflugia, Cypho- 
deria, Orbitolites, lokale Reaktionen beobachtet, deren AusmaB, Ausbrei- 
tungsentfernung und Ausbreitungsgeschwindigkeit mit der Reizstarke zu- 
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nahm. Bei Amoeba proteus fand ich bei Reizung mit einer fein ausgezoge- 
nen Glasnadel, daff ein mechanisch gereiztes Pseudopodium friiher und 
stiarker eingezogen wurde als andere, nicht direkt betroffene. Mitunter 
wurde auch nur das gereizte Pseudopodium eingezogen. Zur vollkommenen 
Abkugelung fiihrten nur wiederholte, starke Reize. 

Ich habe an Amoeba proteus auch beobachtet, daf sich Aktionsstréme 
und Bewegungsreaktionen viel leichter durch eine kurze Serie von Schlie- 
Rungs- und Offnungsinduktionsstrémen auslésen lassen als durch einen ein- 
zelnen Induktionsstrom. Wahrscheinlich erfolgt bei der Reizserie eine zeit- 
liche Summation lokaler Erregungen und als Folge davon eine Erregungs- 
ausbreitung iiber die ganze Zelle. Da aber die SchlieBungs- und die Off- 
nungsinduktionsstréme ungleich sind, so ist die Summation eines rein elek- 
trischen Effektes nicht so sicher auszuschlieRen wie beim Rechteckwechsel- 
strom, den ich deshalb auch anwandte. 


Bei Reizung mit Rechteckwechselstrom, d. h. mit Stromstéen wechseln- 
der Richtung, aber gleicher Dauer und gleicher Intensitat, die durch Pausen 
getrennt waren, zeigte es sich, daf die beiden ersten StromstéRe allein zu 
geringeren Bewegungsreaktionen fiihrten als eine Reizserie von 20—30 sec 
Dauer. Diese Beobachtung habe ich wiederholt bei folgenden Stromformen 
gemacht: 1. bei Periodenlange 4 sec mit 1 sec Gleichstrom, 1 sec Pause, 1 sec 
Gleichstrom nach der Gegenrichtung, 1 sec Pause usw.; 2. bei Periodenlange 
4 sec, die beiden StromfluRzeiten je 0,1 sec, die Pausen entsprechend je 
1,9 sec; 3. bei Periodenliange 0,68 sec, Stromflufzeiten und Pausen je 0,17 sec. 
Da bei solchen Rechteckwechselstrémen die folgenden Reize nicht starker 


sein kénnen als die beiden ersten, kann die starkere Wirkung der Reiz- 
serie nur auf zeitlicher Summation von Erregungen beruhen. 


Bisher waren mir die elektrischen Reize nur bequeme und gut dosier- 
bare Mittel zur Auslésung von Erregungsvorgangen. Jetzt will ich die Wir- 
kungen des elektrischen Stromes auf Amoeba proteus besprechen. Unter 
dem Einflu& von Gleichstrom kriecht eine Amébe zur Kathode. Mast 
(1931 a) hat diese Erscheinung genauer untersucht und aus verschiedenen 
Beobachtungen geschlossen, da® Gleichstrom eine Strémung des Plasmasols 
zur Kathode bewirkt. Es entsteht z. B. an einer monopodialen Amdbe, die 
vor Stromschluf zur kiinftigen Anode kriecht, bei Einschaltung der Span- 
nung zuerst am Hinterende eine Strémung zur Kathode, die erst mit der 
Zeit immer weiter auf das friihere Vorderende iibergreift und die Amébe 
so zur Umkehr bringt. Am kathodischen Vorderende wird das Plasmagel 
verfliissigt, die hyaline Kappe vorne wird diinner oder verschwindet, und 
das Plasmasol strémt bis zum unveranderten Plasmalemma vor. Von der 
Anode gehen bei starkeren Strémen Kontraktionen aus und bei noch star- 
keren der Zerfall der Amébe. An Amében beliebiger Form fand Mast 
(1931 a) bei schwachen Strémen nur die Hemmung der Pseudopodienbildung 
an der Seite der Anode, bei starkeren Strémen ein sofortiges Aufhéren der 
Plasmastrémung bei Stromschlu8 und dann das Vorflie&en von Pseudopo- 
dien zur Kathode. Nach meinen Beobachtungen bleiben bei Verkiirzung der 
Reizzeit nur dieser Strémungsstillstand und die Kontraktionen iibrig. Bei 
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Rechteckwechselstrom mit StromstéRen von 1 sec Dauer konnte ich an lang- 
gestreckten Amében noch sehen, daff das Plasmasol gegen die Kathode 
strémt und daff es bei jedem Richtungswechsel des elektrischen Stromes 
seine Strémungsrichtung andert, bis durch die gleichzeitigen Kontraktionen 
die Amében mehr oder weniger abgekugelt waren. Je weniger lebhaft die 
Protoplasmastrémung der Amében vor der Reizung war und je kiirzer die 
Stromflufzeiten waren, desto mehr traten nur die Systierung der Plasma- 
strémung und die zur Abkugelung fiihrenden Kontraktionen in Erschei- 
nung. Nur diese sind als Begleiterscheinungen des Erregungsvorganges auf- 
zufassen, denn sie treten in derselben Weise auch nach mechanischen Reizen 
auf, und sie sind, wie die oben mitgeteilten Befunde zeigen, mit Aktions- 
strémen verbunden. Das Vorstrémenlassen des Plasmasols gegen die Ka- 
thode ist eine Sonderwirkung des elektrischen Gleichstroms. 

Bei meinen Reizungen der Amében mit Rechteckwechselstrom von 
% Periode Stromflufzeit in jeder Richtung und zweimal % Periode Pause 
habe ich bei Stromflu@zeiten von 1, 0,17 und 0,05 sec bei geeigneten Strom- 
starken an langgestreckten Amében oft beobachtet, daft sich alle in der 
Stromrichtung befindlichen Amében als Folge der Reizung kontrahierten, 
wahrend die Amében quer zur Stromrichtung gestreckt blieben. Dies zeigt, 
daft eine elektrische Langsdurchstrémung der Amoében viel wirksamer ist 
als eine Querdurchstrémung, iibereinstimmend mit dem, was von Muskeln 
und Nerven bekannt ist. 

Ich habe mich auch fiir den Einflu® der Stromflufzeit des einzelnen 
elektrischen StromstoBes auf die Reizwirkung interessiert und: deswegen 
die Wirkung von Rechteckwechselstrémen gleicher Periodendauer, aber mit 
StromfluBzeiten von % und 1/49 Periodendauer untersucht. Waren dabei die 
kurzen Reize von 1/49 Periodendauer 0,1 und 0,017 sec, so waren sie weniger 
wirksam als die langen, aber der Wirksamkeitsunterschied war nur gering 
und wurde durch eine Erhéhung der Stromstirke auf das Eineinhalbfache 
mehr als ausgeglichen. Bei kurzen Reizzeiten von 0,005 sec schien eine Er- 
héhung der Stromstarke auf das Zweifache derjenigen bei langen Reizzeiten 
fiir den Ausgleich der Wirkungen zu viel, bei kurzen Reizzeiten von 0,003 sec 
schien diese Erhéhung der Stromstairke auf das Zweifache ungefahr den 
richtigen Ausgleich der Wirkungen zu geben. Es ware nach diesen, allerdings 
nur rohen, orientierenden Versuchen die Chronaxie von Amoeba proteus 
ungefahr 0,003 sec. Langgestreckte Amében hatten ungefahre Langen von 
0,025—0,03 cm, was ich hier erwahne, da nach Umrath (1942, dort auch 
weitere Literatur) ein Zusammenhang zwischen Chronaxie und Zellange 
besteht. 


Besprechung der Ergebnisse 


Meine Messungen der elektrischen Spannung des Amébenprotoplasmas 
gegeniiber dem Kulturmedium haben im Mittel etwa — 18mV ergeben, und 
zwar in zwei MeBreihen mit Elektroden, die mit 0,1 KCl-Lésung gefiillt 
waren, — 17.55+1,5mV, und mit Elektroden, die mit 0,5n KCl-Lésung ge- 
fiillt waren, —19.2+2,3mV. Die Streuung der einzelnen Mefwerte um 





Elektrische Messungen und Reizversuche an Amoeba proteus 355 


diese Mittelwerte ist gro und viel gréfer als bei den aus den Messungen 
errechneten, oben angegebenen, mittleren Fehlern sein diirfte, wenn die 
Abweichungen vom Mittelwert durch zufallige kleine Meffehler bedingt 
waren. Im Bereich des dreifachen mittleren Fehlers liegen theoretisch, bei 
zufallsmaRiger Verteilung, 99,7% der Einzelwerte, tatsichlich aber in der 
ersten Meffreihe nur 48% und in der zweiten nur 70%. Dieses relativ 
haufige Vorkommen sehr niedriger Werte, bis zu —S8mV herunter und 
andererseits auch sehr hoher Werte zwischen — 23 und — 65 mV, beruht 
darauf, da die Amében zu verschiedenen Zeiten, in etwas verschiedenen 
physiologischen Zustanden, verschiedene Spannungen zwischen Protoplasma 
und Aufenmedium haben. Ich habe die oft beobachteten zeitlichen Schwan- 
kungen dieser Spannung schon erwahnt. Sie mégen mit der Beweglichkeit 
und damit starken Veranderlichkeit der Zellgrenzschicht bei den Amében 
zusammenhangen, an der ja die elektrische Spannung lokalisiert sein 
mu. 


Ich hatte etwas niedrigere Mittelwerte erhalten, wenn ich von jeder ge- 
messenen Amdbe nicht die héchste gemessene Spannung, sondern einen 
zeitlichen Mittelwert der Spannung verwendet hatte. Meine Mittelwerte 
waren aber héher, wenn ich alle Amében durch langere Zeit, etwa durch 
20 Minuten, hatte messen kénnen, weil sich die héheren Werte meist erst 
nach einiger Zeit einstellten, wahrscheinlich nach Uberwindung der Ein- 
stichfolgen. Meine Mittelwerie diirften aus diesen Griinden eher zu gering 
als zu hoch sein. Ich hatte sicher niedrigere Werte erhalten, wenn ich in 
allen Fallen die Spannung zu Beginn des Versuches genommen hitte. In 
dieser Weise ist Telkes vorgegangen, weil sie nach der ersten Messung 
das Kulturwasser durch eine Lésung anderen Salzgehaltes ersetzte. Te 1- 
kes hatte mit n KCl-Lésung gefiillte Elektroden, in deren Spitzen sie andere 
Lésungen einsaugen konnte, und sie hat in diesen Versuchen Kulturwasser 
eingesaugt. Telkes fand Spannungen des Amébenprotoplasmas gegen das 
Kulturmedium von —10 bis —20mV mit einem Mittelwert bei — 15 mV. 
Diese Werte stimmen mit meinen sehr gut iiberein und zeigen, mit meinen 
zusammengehalten, da es nicht auf die Zusammensetzung der Lésung in 
der Elektrodenspitze ankommt. 


Die von Buchthal und Péterfi an Amében gemessenen Spannun- 
gen liegen um 0, und dies kénnte, wie erwahnt, darauf beruhen, da diese 
Autoren die Amében auf Knopagar untersucht haben und daft die Span- 
nung der Amében nach den Befunden von Telkes sehr salzempfindlich 
ist. DaB die von Buchthal und Péterfi gemessenen Spannungen keine 
normale Verteilung um 0 zeigen, sondern bei Amoeba sphaeronucleolosus 
Haufungen um +1 und —1imV, kann auf einer Veranderung der Elek- 
trodenspitze durch das Protoplasma beruhen. Buchthal und Péterfi 
schreiben S. 480: ,,.Wenn die Elektrodenpotentiale nach der Messung in der 
Vakuole zur Kontrolle wieder auf Agar gemessen werden, so ist immer noch 
langere Zeit eine Potentialdifferenz vorhanden. Die Elektroden sind ,infi- 
ziert’. Es handelt sich hierbei um eine Eigenschaft der Vakuolenfliissigkeit, 
da etwa vorhandene Elektrodenpotentiale nach Messung im iibrigen Teil 
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der Zelle sehr schnell wieder verschwinden, wenn sie in Knoplésung oder 
auf Agar kontrolliert werden.“ Da die Elektrodenpotentiale nach Messung 
im Protoplasma ,sehr schnell wieder verschwinden*, so waren sie doch 
auRerhalb der Zelle zunachst noch vorhanden und die ,,I[nfektion“ aus dem 


Protoplasma scheint nur rascher weggeliést zu werden wie die aus der 
Vakuole. 


Die Reaktion von Amoeba proteus auf schwache, kurzdauernde Reize ist 
eine Verlangsamung, ein Stillstand oder eine kurzzeitige Umkehr der Proto- 
plasmastrémung. Das gilt fiir elektrische Reize, fiir Licht (Mast 1931, 
Folger 1927) und fiir mechanische Reize (Folger 1926, 1927), und diese 
Reaktion kann, wie F ol ger (1927) zeigte, durch Summation allein unwirk- 
samer mechanischer Reize und Lichtreize entstehen. Nach Mast (1931) tritt 
diese Reaktion immer an der sich vorschiebenden Spitze eines Pseudo- 
podiums ein und besteht in einer Erhéhung der elastischen Kraft des 
Plasmagels, die so dem VorflieRen des Plasmasols entgegenwirkt. Erst 
starkere Reize und vor allem eine Serie starkerer Reize, am besten als Serie 
kurzer elektrischer Reize herstellbar, fiihren zur deutlichen Verkiirzung von 
Pseudopodien und erst hierbei habe ich Aktionsstréme beobachtet, die noch 
nicht von maximalem Ausmaft waren und welche die negative Spannung 
des Amébenprotoplasmas gegen das Aufenmedium voriibergehend auf 
—13 bis —8mV senkten. Erst starke Reizserien, die zum Einziehen der 
Pseudopodien und zur mehr oder weniger weitgehenden Abkugelung der 
Amidben fiihrten, fand ich von maximalen Aktionsstrémen gefolgt. Diese 
bestanden je nach der Amébe, wahrscheinlich je nach dem Zustand der 
Amobe, entweder in einer Potentialsenkung auf — 11 mV oder weniger oder 
in einem Potentialriickgang auf 0 oder in einer Potentialumkehr, die bis 
+11mV erreichen konnte. 

Aus allen diesen Befunden und aus dem Umstand, daf eine Serie alter- 
nierender, sonst gleicher elektrischer Reize starker wirkt wie die zwei ersten 
Reize allein, kann man sich folgende Vorstellung bilden: Schwache Einzel- 
reize fiihren zu kleinen, lokalen Erregungen, vor allem an den Enden vor- 
flieRender Pseudopodien, die mit den oben beschriebenen, kurzdauernden 
Strémungsveranderungen verbunden sind. Die elektrischen Veranderungen 
sind dabei so gering und auf kleine Teile der Pseudopodien beschrankt, daf 
sie sich bisher vom Amobenkorper nicht ableiten lieRen. Starkere Reize fiih- 
ren zu gréBeren und weiter ausgebreiteten lokalen Erregungen und vor 
allem fiihren Reizserien durch zeitliche Summation der lokalen Erregungen 
zu groéReren und weiter ausgebreiteten Effekten. So kommt es zum Ein- 
ziehen von Pseudopodien und zu Konitraktionen der Amében mit den sub- 
maximalen oder maximalen Aktionsstrémen. 


Die zeitliche Summation lokaler Erregungen tritt bei zeitlichen Abstan- 
den der Reize von Bruchteilen einer Sekunde bis zu mehreren Sekunden 
auf. Bei langeren Reizabstanden, nach Versuchen von Folger (1926) mit 
mechanischen Reizen schon sehr bald, sicher schon bei 45 sec Abstand, wird 
die Wirksamkeit des zweiten Reizes herabgesetzt, es zeigt sich also ein 
relatives Refraktionsstadium nach der ersten lokalen Erregung. Ein solches 





Elektrische Messungen und Reizversuche an Amoeba proteus 357 


Verhalten, Summation lokaler Erregungen bei kurzem Zeitabstand, relative 
Refraktaritat bei langem, ist auch sonst von anderen Objekten vielfach be- 
kannt. 


Zusammenfassung 


Die elektrische Spannung des Protoplasmas von Amoeba proteus gegen- 
iiber dem Kulturwasser ergab sich im Mittel zu —18mV mit Extremwerten 
von — 8 und — 65 mV. 

Eine Serie geniigend starker elektrischer Reize fiihrt zum Einziehen der 
Pseudopodien und lést einen maximalen Aktionsstrom aus, dessen Ausmaf 
also mit der Reizstarke nicht mehr zunimmt. Solche maximale Aktions- 
stréme kénnen in einer voriibergehenden Abnahme der Spannung des Proto- 
plasmas auf —11mV oder weniger bestehen oder in einem voriibergehen- 
den Riickgang dieser Spannung auf 0 oder in einer Spannungsumkehr, die 
bis + 11 mV erreichen kann. 

Schwichere Reize, die meist zu einer gewissen Verkiirzung der Pseudo- 
podien fiihren, bedingen submaximale Aktionsstréme, die in einer voriiber- 


gehenden Abnahme der Spannung des Protoplasmas auf — 13 bis —18mV 
bestehen. 


Da eine Reizserie alternierender, sonst gleicher elektrischer Stréme wirk- 
samer ist als die beiden ersten Reize allein und da in einer solchen Reizserie 
eine rein elektrische Summation nicht méglich ist, mu man annehmen, daft 
schon schwache Einzelreize geringe lokale Erregungsvorgange auslésen, die 
in ihrem Ausmaf von der Reizstarke abhangig sind und die sich, bei An- 


wendung einer Reizserie, auch zeitlich stark summieren und dadurch an 
Ausmafi und an Ausbreitung iiber die Zelle zunehmen. 
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I. Einleitung 


Der als Diachrom in der Vitalfarbung viel angewandte Azinfarbstoff 
Neutralrot kann auch als Fluorochrom benutzt werden (Haitinger u. 
Linsbauer 1933, Haitinger 1938). An Pflanzenzellen haben vor allem 
Strugger (1940, 1949) und Toth (1952) mit Neutralrot Vitalfluorochro- 
mierungen durchgefiihrt. In den Oberepidermiszellen (O. E.) der Schuppen- 
blatter von Allium cepa lat sich eine griine bis orangegelbe — je nach dem 
benutzten Sperrfilter — Kern- und besonders Plasmafluoreszenz erzielen, 
und in den Zellen der Unterepidermis (U. E.) weisen die im Hellfeld violett- 
rot gefarbten Vakuolen eine rote Zellsafiflicreszenz auf. Wie zuerst 
Strugger (1940) beschrieben hat, tritt in den Oberepidermiszellen, deren 
Vakuolen im Hellfeld zinnoberrot gefarbt sind und die zunachst kaum eine 
Zellsaftfluoreszenz aufweisen, wahrend der Beobachtung unter der Strahlen- 
wirkung eine griingelbe Vakuolenfluoreszenz auf. Die vitalgefarbten Unter- 
epidermiszellen zeigen nach Toth (1952) keinen Fluoreszenzwechsel des 
Zellsaftes. 


Wiahrend Strugger die mit Neutralrot erhaltene Plasmafluoreszenz 
auf eine Lésung der Farbbase in Plasmalipoide zuriickfiihrt, soll nach 
Kélbel (1948) eine Kationadsorption vorliegen und die Fluoreszenz- 
erscheinung auf einem Konzentrationseffekt beruhen. 

Im Zellsaft der Oberepidermis wird das Neutralrot in ionisierter Form 
gespeichert, deshalb unterbleibt nach Strugger eine Fluoreszenz. In der 
Unterepidermis sollen dagegen ,,volle* Zellsafte vorliegen, die eine Bindung 
des Farbstoffes bedingen, und eine allgemeine Bindung des Farbstoff- 
molekiils an zelleigene Stoffe soll nach T oth die rote Fluoreszenz bewirken. 
Eine befriedigende kausale Erklarung der unter dem Strahleneinflu® des 
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Erregerlichtes auftretenden griinlichen Zellsafifluoreszenz in der Ober- 
epidermis steht noch aus. Strug ger vermuitet einerseits eine Verainderung 
der Fettsiuren des Zellsaftes unter der Strahlenwirkung und andererseits 
soll auch das Neutralrot, wenn es vor der Bestrahlung in ionisierter Form 
vorlag, im Laufe der Bestrahlung allmahlich in die molekulare Farbbase 
iibergehen. K Gl bel (1948) méchte dagegen auch die Vakuolenfluoreszenz 
mit dem von ihm postulierten Konzentrationseffekt des Neutralrots er- 
klaren. Die Bestrahlung soll eine physiologische ,,Umstimmung“ des Zell- 
saftes bewirken, so daf der zunachst im Zellsaft gebundene Farbstoff in 
Freiheit gesetzt wird und auswandert, dadurch wird die Farbstoffkonzen- 
tration in der Vakuole herabgesetzt, was einen Umschlag von schwach rét- 
licher zu griiner Fluoreszenz zur Folge haben soll. 

An Zwiebelepidermen lassen sich aber auch Primiarfluoreszenzen beob- 
achten, die durch Behandlung mit verschiedenen selber nicht fluoreszieren- 
den Reagenzien noch verstarkt oder auch erst ausgelést werden kénnen 
(Drawert 1952 a). 

Bei einigen Zwiebelsorten konnte in den O.E. auch im ungefiarbten 
Zustand eine griinliche Vakuolenfluoreszenz durch die Bestrahlung ausgelést 
werden. Die ungefarbte U. E. wies haufig eine rote Vakuolenfluoreszenz auf, 
die sich unter der Strahlenwirkung nicht anderte. Geschadigtes Cytoplasma 
und Kerne zeigten allgemein eine griinliche Fluoreszenz. Es war daher von 
Interesse zu priifen, ob zwischen diesen Erscheinungen und den nach Vital- 
farbung mit Neutralrot zu beobachtenden Fluoreszenzen ein Zusammen- 
hang besteht, und ferner sollte versucht werden, die durch Bestrahlung aus- 
zulésende Zellsaftfluoreszenz an vitalgefarbten O.E.-Zellen kausal zu er- 
klaren. 


II. Material und Methode 


In bezug auf die Eigenfluoreszenz verhalten sich die verschiedenen Zwiebel- 
sorten und auch ein und dieselbe Sorte je nach dem physiologischen Zustand sehr 
verschieden, so daf man praktisch fluoreszenzfreies Material auslesen kann '. Nach- 
dem sich herausgestellt hatte, da& man Primidrfluoreszenz und durch Neutralrot 
ausgeléste Sekundarfluoreszenz in den meisten Fallen recht gut unterscheiden kann, 
achteten wir nicht mehr auf véllige Fluoreszenzfreiheit des benutzten Materials. 

Die O.E. priparierten wir entsprechend den Angaben von Strugger (1949) 
frei, und die U. E. wurden durch Oberflachenschnitte gewonnen. Die Schnitte waren 
im allgemeinen so dick, daf in der Schnittmitte auch noch lebende Mesophyllzellen 
vorhanden waren, die gleichzeitig beobachtet werden konnten. Auer den beiden 
Zwiebelepidermen sollen in der vorliegenden Mitteilung nur noch die Blatter von 
Helodea densa beriicksichtigt werden. 

An Fluoreszenzmikroskopen standen fiir vergleichende Untersuchungen das 
Stativ BX der Firma E. Leitz, Wetzlar, mit Bogenlampe (z. T. Mantelkohlen) und 
das Stativ .Ortholux* derselben Firma mit dem Philips-Brenner CS 150 zur Ver- 
fiigung. Spater kam noch das Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss- Winkel, Gét- 
tingen, mit dem Osram-Brenner HBO 200 dazu. Dieses Stativ hat den Vorteil, da® 


1 Herrn Professor Dr. H. Kappert, Direktor des Instituts fiir Vererbungs- 
und Ziichtungsforschung der Technischen Universitat Berlin, danken wir auch an 
dieser Stelle vielmals fiir die Uberlassung von Zwiebeln aus seinen Zuchien. 
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man auch den dazugehérigen binokularen Tubus ohne Bedenken fiir fluoreszenz- 
optische Untersuchungen verwenden kann. Die bisher von uns gepriiften binoku- 
laren und auch monokularen Schragtuben hatten den Nachteil des recht betricht- 
lichen Lichtverlustes, so daf sie fiir kritische fluoreszenzoptische Untersuchungen 
z. T. unbrauchbar waren (Drawert 1952b, 1955 a). Vorwiegend wurde im Blau- 
licht gearbeitet, daneben vergleichsweise aber auch immer U. V. benuitzt. 

Folgende Neutralrotpriparate wurden untersucht: 

Neutralrot ,,stand.“ (Bayer, Leverkusen). 

Neutralrot extra (Griibler u. Co., Stuttgart-Untertiirkheim). 

Neutralrot (pH = 6,8—8,0) (Merck, Darmstadt). 

Im allgemeinen kamen Lisungen 1: 10.000 in dest. Wasser, Leitungswasser 
oder Phosphatpuffer zur Anwendung. Die Lésungen wurden durch Verdiinnen von 
Stammlésungen 1:1000 in dest. Wasser hergestellt. Die Stammlésungen waren 
langere Zeit haltbar, mit Ausnahme des Priparates von Merck, das allmahlich einen 
Niederschlag zeigte. 


III. Eigenschaften des Neutralrots 


Von den Eigenschaften des Neutralrots sollen hier die im Zusammenhang mit 
den folgenden Untersuchungen besonders interessierenden Fluoreszenzerscheinungen 
beriicksichtigt werden. Eine alkoholische Neutralrotlésung zeigt nach den Farbstoff- 
tabellen von Schultz (1931) eine schwach braunrote Fluoreszenz, und mit NaOH 
entsteht ein gelbbrauner Niederschlag, dessen alkoholische und atherische Lésung 
stark fluoresziert. Nach Szebelledy und Sik (1938) soll Neutralrot auf Grund 
seiner pH-abhingigen Fluoreszenz als Fluoreszenzindikator brauchbar sein. Bereits 
Rothberger (1898) berichtet, da® Neutralrotgelatine unter Einwirkung von 
Ammoniakdimpfen eine Fluoreszenz aufweist, die aber nach wenigen Sekunden 
verschwindet. In den eigenen Versuchen war erst ab pH7 eine intensivere rot- 
orange Fluoreszenz der wasserigen Lésungen zu beobachten. Mit diesen Angaben 
stehen die Befunde von Strugger (1940), da® die freie, molekular geléste Base 
in Wasser eine starke orangegelbe Fluoreszenz aufweist, in gutem Einklang. 
Mit neutralen hydrophoben Liésungsmitteln laé&@t sich die Neutralrotbase aus der 
wisserigen Phase ausschiitteln. Dabei erfahrt die Fluoreszenz eine Intensitits- 
steigerung und einen Umschlag des Farbtons nach Griingelb. Fiir tierische Fett- 
zellen gibt Haitinger (1938) nach Farbung mit Neutralrot eine goldgelbe Fluo- 
reszenz an, die an der Luft in eine griinlichblaue iibergeht. 

Fiir Lésungen in dest. Wasser beschreibt Strugger nur eine schwache Fluo- 
reszenz, die sich mit der Farbstoffkonzentration etwas andert. Wie aus Tab. 1 her- 
vorgeht, konnten wir dies bestatigen, wenn auch die von uns angefiihrten Farb- 
téne etwas von den von Strugger beschriebenen abweichen. Dies ist aber nicht 
weiter verwunderlich, da Strugger nicht das gleiche Praparat untersucht hat 
und es sich auferdem um rein subjektive Eindriicke handelt. 

In Tab. 1 sind ferner Intensitét und Farbton von Neutralrot angefiihrt, das 
auf Filtrierpapier aufgetropft war. Die Angaben beziehen sich auf die getrockneten 
Farbflecke. Die weitaus intensivste Fluoreszenz zeigte die adsorbierte 1 : 10.000- 
Lésung. Dieselbe Intensitaét wurde héchstens noch von der Peripherie der Flecke 
der 1 : 1000-Lésung erreicht. Es handelt sich wohl auch hierbei um eine Fluoreszenz 
der Farbbase, die bei der Lésung 1 : 1000 von den kaum fluoreszierenden Molekiilen 
des Salzes bzw. den Kationen mehr oder weniger verdeckt wird. Es diirfte wohl 
kaum ein Konzentrationseffekt im Sinne von K é61be1 vorliegen. Doch mii&te diese 
Frage noch eingehender nachgepriift werden. 

Da die Fluoreszenz der Farbstoffe im adsorbierten Zustand hiaufig intensiver 
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oder auch in einem anderen Farbton als in geliéster Form sein kann, wurde 
von einer abgestuften pH-Reihe Farbstofflésung auf Filtrierpapier getropft und 
nach dem Auftrocknen auf eine Fluoreszenz gepriift. Die Flecken zeigten folgende 
Fluoreszenzténe: pH 2 und 3 = schwach cyclamenrot, pH 4 und 5 = rot mit einem 
Stich ins Orange, etwas starker als bei pH 2 und 3, pH 6 = recht intensiv rotorange, 
pH 7 und 8 = intensiv rotorange. 

Ferner tritt auch bei Reduktion des Neutralrots eine gelbgriine Fluoreszenz auf. 
Als erster beschreibt wohl Rothberger (1898) diese Erscheinung von Escherichia- 
coli-Kulturen auf Neutralrotagar bzw. -gelatine. Nach 24stiindiger Bebriitung 
haben sich die N&hrsubstrate mehr oder weniger stark entfarbt und zeigen eine 
dunkel- bis gelbgriine Fluoreszenz. Die Fluoreszenz ist nur bei SauerstoffabschluR 
zu beobachten. 


Tab. 1. Neutralrot extra (Griibler) in dest. Wasser (pH 6,3) geldést. Fluoreszenz 
der Lésung und des auf Filtrierpapier aufgetragenen Neutralrots in Abhangigkeit 
von der Konzentration. 





Fluoreszenzintensitaét und Farbton 





Konzentration Pg ee | 
8 der Lésung | an Filtrierpapier adsorbiert 





4,0 auBerst schwach dun- rotorange, an der Periphe- 
kelrot rie des Flecks mehr rein 
orange und intensiver 


| pH-Wert |———— 
| 
| 





: 10.000 schwach rotorange sehr intensiv orangerot 
: 100.000 . | schwach hellrotorange schwicher eosinrot 


: 1.000.000 | sehr schwach  rosa- schwach rosaorange, an 
orange der Peripherie des 
Flecks etwas intensiver 





Nach Clark und Perkins (1932) entsteht bei langsamer Reoxydation zwi- 
schen pHO und 6 eine fluoreszierende Substanz, das .Fluoreszent X“* (Lewis 
1935), die nicht mit dem Leukoneutralrot identisch sein soll. Eigene Versuche mit 
Natrium-Hyposulfit ergaben sofort nach Zugabe des Reduktionsmittels zu einer 
Neutralrotlésung 1 : 10.000 in dest. Wasser eine intensive griine Fluoreszenz, deren 
Intensitaét mit fortschreitender Reduktion abnahm. Mit der Reoxydation wurde die 
Intensitaét wieder starker, und der Farbton im U. V. ging mit dem Auftreten der 
Rotfarbung im normalen Licht in Orange iiber. 


Aus den geschilderten Befunden kénnen wir schlieRen, da das Neutral- 
rotkation nur im adsorbierten Zustand eine rétliche Fluoreszenz aufweist, 
wahrend die Farbbase in wisseriger Lésung, in hydrophoben Medien gelést 
und in adsorbierter Form eine gelbe bis griine Fluoreszenz besitzt. Ferner 
treten bei der Reduktion des Farbstoffes griine Fluoreszenzerscheinungen 
auf, die unter Umstianden auf der Bildung einer besonderen Substanz, des 
~Fluoreszent X“, beruhen. 


Mit Hilfe dieser Fluoreszenzeigenschaften des Neutralrots miissen wir 
die an lebenden Zellen zu beobachtenden Fluoreszenzerscheinungen zu er- 
klaren versuchen. Bei anderen Farbstoffen, wie beim Janusgriin B oder dem 
Coelestinblau, spielen Reduktionsvorginge in der lebenden Zelle fiir die 
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auftretenden Fluoreszenzerscheinungen eine groRe Rolle (Drawert 1953, 
1954). Fiir Neutralrot sind aber auf Grund seines hohen negativen Redox- 
potentials Reduktionsvorginge in der lebenden Zelle, von wenigen Aus- 
nahmen abgesehen, sehr unwahrscheinlich, so daf die wohl nichstliegende 


Erklarungsméglichkeit von vornherein ausschaltet, doch miissen wir dies 
erst beweisen. 
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Abb. 1. Ein- und zweidimensionales Papierchromatogramm von Neutralrot extra 
(Griibler). In dem mit Aceton + Leitungswasser (4:6) entwickelten eindimensio- 
nalen Chromatogramm treten die beiden mit unterbrochenen Linien angedeuteten 
Komponenten auf. Diese Komponenten lassen sich mit tert. Butylalkohol + Eis- 
essig + Leitungswasser (4: 1:5) noch weiter zerlegen, wie die mit ganzen Linien 
angedeuteten Flecken zeigen. Der mit einer punktierten Linie umgrenzte Fleck 
gibt die Lage der manchmal im zweidimensionalen Chromatogramm des Merck- 
Praparates auftretenden, blau fluoreszierenden Komponente an. 


Ehe wir uns den Vitalfluorochromierungsversuchen zuwenden, miissen wir noch 
die benutzien Neutralrotpraiparate einer eingehenden Analyse unterziehen, da die 
Praparate nicht identisch zu sein brauchen und u. U. Fluoreszenzerscheinungen auch 
auf Verunreinigungen beruhen kénnen, wie es fiir einige Brillantkresylblaupra- 
parate nachgewiesen werden konnte (Dra wert und Metzner 1955). 


Im Spektroskop zeigten die drei untersuchten Praparate in der wasserigen Lé- 
sung keine Unterschiede. Die Lésungen 1 : 10.000 in dest. Wasser hatten die Haupt- 
absorptionsbande bei 530—540 mu. Nach den Farbstofftabellen von Schultz (1931) 
liegt das Absorptionsmaximum einer wasserigen Lésung von Neutralrot extra bei 
ungefahr 526 mv, und Conn (1953) gibt allgemein 540—452 mu an. 


Auch in den Papierchromatogrammen traten nur geringfiigige Unterschiede zwi- 
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schen den drei Praparaten auf. Die Farbstoffe wurden in Lésungen 1 : 1000 in dest. 
Wasser aufgetragen und mit Aceton + Leitungswasser (L. W.) = 4:6 entwickelt. 
Mischungen von iert. Butylalkohol + Eisessig + L. W.=4:1:5 oder Athylalkohol 
(96%) + L.W. = 1:4 lieferten ahnliche Ergebnisse. Das Acetongemisch hat sich 
aber am besten bewahrt. Im aufsteigenden eindimensionalen Chromatogramm ist 
einer roten Komponente eine lange schwach orangegelbe Fahne vorgelagert (Abb. 1). 
Im U. V. leuchtet der im normalen Licht als grauer Strich erkennbare Start orange, 
daran schlieft sich eine zuniachst nur schwach orange fluoreszierende Fahne, deren 
Intensitit zunimmt, je weiter wir uns vom Start entfernen, und die ihren Hohe- 
punkt an der oberen Grenze des auch im normalen Licht sichtbaren roten Flecks 
erreicht. Daran schlieBt die intensiv gelb fluoreszierende Fahne an, deren Intensitit 
sich auch in Richtung der Lésungsmittelfront steigert. 

Im zweidimensionalen Chromatogramm konnte die gelbe Fahne noch weiter 
zerlegt werden, und zwar traten — in der Reihe mit abnehmenden R,-Werten — 
eine auch im normalen Licht gut sichtbare, im U. V. goldgelb fluoreszierende und 
eine nur schwach sichibare, aber zitronengelb fluoreszierende Komponente auf 
(Abb. 1). Neutralrot extra (Griibler) zeichnete sich ferner noch durch eine nur im 
U.V. wahrnehmbare, schwach griinlich fluoreszierende Komponente aus. Diese 
griinliche Komponente haite aber nur eine kurze Lebensdauer. In alieren Papier- 
chromatogrammen war sie nicht mehr zu erkennen. Bei dem Priparat von Merck 
trat auRerdem noch manchmal — nicht immer — ein ganz zart blau fluoreszierender 
Fleck auf. 

Im Elektrophoreseversuch auf Filtrierpapier mit 240 V und 3,5mA bei pH 4,9 
wanderte die rote Komponente zur Kathode. Die anderen Komponenten waren 
nicht zu erkennen. 

Versuche, die einzelnen Komponenten mit Hilfe der Siulenchromatographie mit 
Aluminiumoxyd zu trennen, schlugen fehl. Bei Benutzung von neutralem AI,O; 
blieb zwar eine rote Phase adsorbiert und eine gelbe lief hindurch; Papierchromato- 
gramme beider Phasen zeigten aber, daf keine scharfe Trennung erfolgt war. 


IV. Vitalfluorochromierungen mit Neutralrot 


a) Oberepidermen der Schuppenbliatter von Alliumcepa 


An den O.E.-Zellen von Allium kénnen mit Neutralrotlésungen 1 : 10.000 
in Leitungswasser die von Strugger (1940) und von Toth (1952) erhal- 
tenen Ergebnisse bestitigt werden. Im normalen Licht zeigen die Zellen 
ruhender Zwiebeln zinnoberrote Zellsaftfarbung und Vakuolenkontraktion. 
Im Blaulicht (Filter BG 12, 3mm einfach oder doppelt) und OG 1,4 oder 5 
als Sperrfilter weisen die Zellen eine gute, je nach benutztem Sperrfilter 
goldgelbe bis orange Plasmafluoreszenz auf. Im U. V. (UG2-+UG5 oder 
UG1 verschiedener Dicke) und BG 23 + GG 4 oder U. V. 2,5 als Sperrfilter 
besitzt das Plasma eine silbrige bis blaulich weife Fluoreszenz. Besonders 
bei der Benutzung der Quecksilberhéchstdruckklampen schlagt der 
Farbton des fluoreszierenden Plasmas unter der Strah- 
lenwirkung in kiirzester Zeit nach Gelbgriin (OG-Sperr- 
filter) bzw. Griin (andere Sperrfilter) um. Das Plasma zeigt dabei in 
den Zellzwickeln eine granulierte bis netzartige Struktur. Haufig fiihrt es 
nicht fluoreszierende kleinere Vakuolen, die im normalen Licht mehr oder 
weniger intensiv zinnoberrot gefarbt sind. Unter der Strahlen- 
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wirkung zeigt aber nicht nur das lebende Plasma eine 
Anderung des Farbtons, sondern auch das tote. Mit Neutral- 
rot gefarbtes totes Plasma fluoresziert gelb bis rotorange und nimmt wah- 
rend der Beobachtung unter Steigerung der Fluoreszenzintensitat ebenfalls 
einen gelbgriinen Farbton an. 

Ferner beginnen entsprechend den Angaben von Strug ger und spater 
von Toth unter der Strahlenwirkung die Vakuolen mit zunehmender 
Intensitat gelbgriin zu fluoreszieren. Bei treibenden Zwiebeln tritt mit 
Neutralrot in der O.E. eine Mosaikfarbung auf, d. h. neben zinnoberrot 
gefarbten Zellen mit Vakuolenkontraktion befinden sich auch sehr intensiv 
violett gefarbte Zellen ohne Vakuolenkontraktion. Zwischen diesen beiden 
Extremtypen gibt es alle Uberginge. Die im Hellfeld violett gefarbten Zel- 
len zeigen besonders gut im U. V. (UG1) mit dem Sperrfilter U. V. 2,5 eine 
rote Zellsafifluoreszenz. In der Umfarbung der Plasmafluoreszenz durch die 
Strahlenwirkung besteht kein Unterschied zwischen den Zellen mit zinnober- 
rot und violett gefarbten Zellsaften. Eine gelbgriine Zellsafifluoreszenz kann 
aber durch die Bestrahlung nur in den zinnoberrot gefarbten Zellen aus- 
gelést werden, worauf bereits T ot h hingewiesen hat. 


In den mit Glucose, Saccharose oder KNO, plasmolysierien Zellen ver- 
halten sich die Protoplasten wie die in den unplasmolysierten, hier 
wird aber durch die Bestrahlung auch eine gelbgriine 
Fluoreszenz im extraplasmatischen Raum, also zwi- 
schen kontrahiertem Protoplasten und Zellwand, aus- 
gelodst. 

Zwischen den Fluoreszenzerscheinungen besonders des Zellsaftes der mit 
Neutralrot vital gefarbten O.E.-Zellen und der Fluoreszenz ungefarbter 
O. E.-Zellen (Drawert 1952a) bestehen gewisse Parallelen. Bei bestimm- 
ten Zwiebelsorten beginnt der zunachst nicht fluoreszierende ungefarbte 
Zellsaft unter der Strahlenwirkung z. T. intensiv gelbgriin zu leuchten. Bei 
treibenden Zwiebeln haben wir von vornherein Zellen, die eine rote 
Vakuolenfluoreszenz aufweisen. Unter der Strahlenwirkung andert sich 
diese rote Zellsaftfluoreszenz nicht. 

Bei einer Vitalfarbung mit Neutralrot farbt sich der Zellsaft 
der zunachst nicht fluoreszierenden Zellen zinnober- 
rot unter Kontraktion der Vakuole, die Zellen mit roter 
Primarfluoreszenz des Zellsaftes farben sich dagegen 
violett ohne Vakuolenkontraktion. 


Es war naheliegend, zwischen der Zellsaftfluoreszenz ungefarbter und 
der mit Neutralrot gefarbter Zellen einen direkten Zusammenhang anzu- 
nehmen. Diese Vermutung hat sich aber fiir die griine Zellsafifluoreszenz 
nicht bestatigt; denn die gelbgriine Zellsaftfluoreszenz der bestrahlten unge- 
farbten Zellen wird durch die Strahlen in recht kurzer Zeit geléscht, wah- 
rend die der gefarbten Zellen lange erhalten bleibt. Ferner kann nicht bei 
allen Zwiebeln in den zunichst nicht fluoreszierenden O.E.-Zellen allein 
durch die Bestrahlung eine voriibergehende griingelbe Zellsaftfluoreszenz 
ausgeldést werden, dies ist aber bei allen bisher gepriiften, mit Neutralrot 

Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 95 
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gefarbien O.E.-Zellen méglich. sobald der Zellsaft einen zinnoberroten 
Farbton aufweist. Fiir die roten Zellsaftfluoreszenzen besteht schon eher die 
Méglichkeit eines Zusammenhanges, doch soll darauf bei der Besprechung 
des Verhaliens der Unterepidermis noch niher eingegangen werden (siehe 
S. 367). 

Die durch Bestrahlung ausgelésten Zellsaftfluoreszenzen nach Neutralroi- 
farbung sind bisher nur von Zellen mit einer Vakuolenfairbung beschrieben 
worden. Besonders im Hinblick auf die theoretische Erklarung dieser Er- 
scheinung durch K6l bel (1948) war es aber von gréRtem Interesse, auch 
Zellen mit nur reiner Membranfarbung daraufhin zu priifen. Es wurden 
deshalb Farbungen mit Neutralrotlésungen verschiedener cH durchgefiihrt 
und dabei folgende Ergebnisse erzielt: 

pH2: Nach 10 Min. Farbedauer zeigen die Zellen noch Plasmastrémung. Im 
Hellfeld sind héchstens die TiipfelschlieBhaute schwach rot gefarbt, sonst sind die 
Zellen farblos. Im Blaulicht fluoresziert nur das tote Plasma und die toten Kerne 
orange. Auch langere Bestrahlungsdauer andert nichts an diesem Bild. 

pH 3: Im Hellfeld sind die Membranen gut gefarbt. und die Zellen besitzen 
eine lebhafte Plasmastrémung. Im Blaulicht beginnt allméhlich das Plasma zart 
griingelb zu fluoreszieren und nach laingerer Strahlenwirkung auch der Zellsaft. 

pH 4: Im Hellfeld ist dasselbe Farbungsbild zu beobachten wie bei pH 3. Die 
Vakuolen erscheinen vollig farblos. Im Blaulicht beginnen sehr schnell Plasma und 
Kerne griingelb zu fluoreszieren, daran anschlieBend auch der Zellsaft. 

pH5: Auch hier ist im Hellfeld noch reine Membranfarbung vorhanden. die 
Vakuolen sind véllig farblos. Im Blaulicht weist das Plasma von vornherein eine 
orangegelbe Fluoreszenz auf, die sehr schnell nach Griingelb umschlagt. Die Vakuo- 
len beginnen unter der Strahlenwirkung sehr schnell intensiv gelbgriin zu fluores- 
zieren. 

pH 6: Bei véllig ruhenden Zwiebeln ist auch bei diesem pH-Wert nur eine reine 
Membranfarbung zu erkennen, die allerdings etwas schwacher als bei pH5 ist. Im 
Blaulicht tritt dasselbe Farbungsbild und dieselbe Umfarbung wie bei pH5 auf. 

pH7: Im Hellfeld besitzen alle Zellen eine reine zinnoberrote Zellsaftfarbung. 
Die Membranen sind farblos. Die Zellen zeigen eine ausgepragte Vakuolenkontrak- 
tion. Im Plasma der Zellzwickel sind haufig intensiver rot gefarbte kleine Vakuolen 
eingelagert. Im Blaulicht fluoresziert das Plasma orange, doch schlagt diese Fluores- 
zenz in kiirzester Zeit in ein intensives Griingelb um. Die kleinen Plasmavakuolen 
flucreszieren nicht. Auch ist hier besonders deutlich zu erkennen, daf der Kern 
selber nicht fluoresziert. Der Zellsaft beginnt ebenfalls in kiirzester Zeit gelbgriin 
zu leuchten. 


pH8: Das Farbungs- und Fluoreszenzbild entspricht dem bei pH 7. 


Aus den Ergebnissen dieser Versuchsreihe miissen wir als wichtigsten 
Punkt hervorheben, da® auch bei einer reinen Membranfiar- 
bung die im Hellfeld farblos erscheinenden Vakuolen 
im Blaulicht unter der Strahlenwirkung griingelb zu 
fluoreszieren anfangen. Allerdings ist bei gleichen Farbungs- 
zeiten die Fluoreszenz um so intensiver und setzt um so schneller nach 
Strahlungsbeginn ein, je mehr sich der pH-Wert der Farbstofflésung dem 
Neutralpunkt nahert. 





Untersuchungen zur vitalen Fluorochromierung pflanzlicher Zellen 367 


b) Unterepidermen der Schuppenblatter von 
Allium cepa 

Die U.E.-Zellen zeichnen sich bekanntlich dadurch aus, daf sie das 
Neutralrot unabhangig vom physiologischen Zustand der’ Zwiebel immer 
einheitlich mit einem violetten Farbton speichern. Ohne besonderen Wund- 
reiz tritt in der U. E. auch keine Vakuolenkontraktion auf. Im Blaulicht und 
noch deutlicher im U. V. zeigen die violett gefarbten Vakuolen bei entspre- 
chenden Sperrfiltern eine leuchtend rote Fluoreszenz, wie sie bereits von 
Toth (1952) beschrieben worden ist. 

Die Membranen besitzen haufig iiber den Antiklinen gelb bis griingelb 
fluoreszierende Granula. Cytoplasma und Kern sind zunachst voéllig ohne 
Fluoreszenz, wie besonders Wundrandzellen mit starker Vakuolenkontrak- 
tion gut erkennen lassen. Aber auch in den anderen Zellen hebt sich der 
Kern bei entsprechender Lage als dunkler Fleck von dem rot fluoreszieren- 
den Zell-Lumen ab. Nur bei der Verwendung von U. V. (UG1) mit dem 
Sperrfilter UV 2,5 ist eine blauliche Fluoreszenz des Plasmas zu erkennen, 
die aber auch in ungefarbten Zellen auftritt, es handelt sich also um eine 
Primarfluoreszenz. Unter der Strahlenwirkung — besonders rasch 
im Blaulicht — beginnen Plasma, Kerne und z. T. auch Mem- 
branen intensiv gelbgriin zu leuchten. Die Vakuolen schei- 
nen, wie es auch Toth angibt, ihre Fluoreszenzfarbe nicht zu andern. Die 
rote Vakuolenfluoreszenz wird nur’ durch das intensiv gelbgriin leuchtende 
Plasma mehr oder weniger stark iiberdeckt. Auferdem wird das ganze 
Gesichtsfeld von einem griinen Schleier iiberzogen. In plasmolysierten U. E.- 


Zellen beginnt auch der extraplasmatische Raum griinlich zu fluoreszieren. 

Die den Schnitten noch anhaftenden lebenden Mesophyllzellen verhalien 
sich wie die O.E., d. h. sowohl das Plasma wie der Zellsaft der gefarbten 
Zellen nehmen unter der Strahlenwirkung eine intensive griingelbe Fluo- 
reszenz an. 


Wie ein Teil der O. E.-Zellen treibender Zwiebeln besitzen die Vakuolen 
der U. E. eine rote Primarfluoreszenz. Dazwischen befinden sich immer Idio- 
blasten mit gelbgriiner bis griiner Vakuolenfluoreszenz, die aber nach kur- 
zer Bestrahlungsdauer abblaBt und einer roten Zellsaftfluoreszenz weicht. 
Die Idioblasten unterscheiden sich dann nicht mehr von den anderen U. E.- 
Zellen, so da alle Zellen eine gleichmafige rote Vakuolenfluoreszenz auf- 
weisen, die auch durch eine langere Bestrahlung nicht beeinflu&t wird. Da 
die. rote Zellsaftfluoreszenz der mit Neutralrot vitalgefarbten U. E. auch fiir 
langere Zeit strahlungsfest ist, konnte man vermuten, daft hier nur die rote 
Primirfluoreszenz des Zellsaftes vorliegt. Allerdings ist die Fluoreszenz der 
gefarbten Zellen i. a. intensiver als die der ungefarbten. Wieweit wirklich 
eine Neutralrotfluoreszenz oder nur eine Verstarkung der Eigenfluoreszenz 
des Zellsaftes auftritt, miissen erst weitere Versuche kliren. 

In den Versuchen mit Farbstoffreihen von pH 2 bis 8 fiel bei den U. E. 
auf, da auch bei pH 2 unter der Strahlenwirkung eine griine Membran- 
fluoreszenz erschien, wahrend in den O.E. bei dieser pH-Stufe zunachst 
keine Anderungen zu beobachten waren. 


25* 
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c) Blattchen von Helodea densa 


Treten in den Wundrandzellen der U. E. von Allium cepa nach Neutral- 
rotfarbung stark gefarbte Entmischungstropfen auf, so zeichnen sich diese 
durch ihre Fluoreszenzfreiheit aus. Diese interessante Tatsache hat auch 
Toth bei verschiedenen Objekten beobachtet. Bei der diffusen Zellsaft- 
farbung wissen wir nicht, in welchem Zustand sich der Farbstoff in der Zelle 
befindet. Bilden sich intensiv gefarbte Entmischungsaggregate, so kann man 
dagegen mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, daf der Farbstoff sich 
mit zelleigenen Bestandteilen chemisch oder mindestens adsorptiv verbun- 
den hat. Es war nun von Interesse, ein Objekt, das das Neutralrot bevor- 
zugt in Kriimelform und weniger diffus im Zellsaft speichert, auf Fluores- 

zenzerscheinungen hin zu unter- 
suchen. Hierfiir eignen sich die 
Bliattchen von Helodea densa. 

Die ungefirbten Helodea-Blatt- 
chen zeigen im Blaulicht eine inten- 
sive rote Chlorophylifluoreszenz. 
Mit den Sperrfiltern OG 4 und OG 3 
sind die Schleimzellen entweder 
fluoreszenzfrei oder sie leuchten 
griinlich. Im U.V. mit BG 23 + GG 4 
oder auch nur GG 4 allein als Sperr- 

Abb. 2. Elektive Fluorochromierung _ filter fluoreszieren die Schleimzellen 
der Schleimzellen in den Blattchen von immer mehr oder weniger intensiv 

Helodea densa mit Neutralrot. weifbblau. Zugabe von NH,OH be- 

dingt im Blaulicht mit OG 4+ OG5 
eine intensive seegriine Fluoreszenz der Schleimzellen. Im U. V. mit BG 23 
+ GG4 ist dagegen nach NH,OH-Zugabe weder eine Farbton- noch eine 
Intensitatsanderung in der Fluoreszenz der Schleimzellen wahrzunehmen. 

Nach einem Aufenthalt der Blattchen in einer Neutralrotlésung 1 : 10.000 
in Leitungswasser, in Phosphatpuffer mit pH 7 oder auch in dest. Wasser 
haben die Zellen beider Blattseiten den Farbstoff in Kriimelform mehr oder 
weniger stark gespeichert. Die Schleimzellen sind im Hellfeld i. a. farblos. 
Im Blaulicht mit OG 4+ OG3 als Sperrfilter leuchten die Schleim- 
zellen jetzt aber intensiv goldgelb (Abb.2). Im U.V. mit den 
entsprechenden Sperrfiltern ist dagegen wie bei der NH,OH-Zugabe auch 
nach der Neutralrotfarbung nur die blaulichweife Eigenfluoreszenz der 
Schleimzellen zu erkennen. 

Die Chlorophyllfluoreszenz erlischt in den neutralrotgefarbien Zellen 
unter der Strahlenwirkung bedeutend schneller als in den ungefarbten 
Blaitchen. In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, da im normalen 
Hellfeld die Chloroplasten in einigen Zellen — besonders langs der Mittel- 
rippe — eine rote Granafarbung aufweisen. Diese Plastiden machen, ver- 
glichen mit den .ungefarbten*., schon einen etwas degenerierten Eindruck, 
andererseits zeigen aber auch diese Zellen haufig noch eine lebhafte Plasma- 
stromung. 
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Eine Vitalfarbung der Chloroplasten mit Neutralrot haben bereits 
Weber (1930) fiir Helodea canadensis und Diannelidis (1951) fiir 
Halophila stipulacea beschrieben. Eine deutlich sichtbare Farbung der Pla- 
stiden scheint aber nur in einem bestimmten physiologischen Zustand der 
Zellen einzutreten. Nach den Angaben von Weber und auch von Dian- 
nelidis handelt es sich bei den Zellen mit vitalgefiirbten Chloroplasten 
doch schon um Zellen, die einen gewissen Schiadigungsgrad erreicht haben 
oder kurz vor dem Absterben stehen. Dafiir sprechen auch unsere Beobach- 
tungen, so daf es vielleicht richtiger wire, von einer pramortalen Farbung 
zu sprechen. 


Die reichlichen Farbstoffkriimel in den Zellen zeigen weder im Blaulicht 
noch im U. V. eine Fluoreszenz. Daran andert auch eine langere Bestrahlung 


nichts. 


Unter der Strahlenwirkung beginnen aber im Blaulicht mit OG-Sperr- 
filtern die Membranen und das Cytoplasma intensiv gelb zu fluoreszieren. 
Die goldgelbe Fluoreszenz der Schleimzellen schlaigt unter der Strahlen- 
wirkung nach Griingelb um. Wie die U. FE. von Allium iiberziehen sich auch 
die Helodea-Blattchen wahrend der Beobachtung im ausgeleuchteten Feld 
allmahlich mit einem griinen Schleier. 


Manchmal ist der Inhalt der Schleimzellen nicht homogen, sondern besteht aus 
gréReren oder kleineren runden Schleimballen, die dicht gehauft das Zell-Lumen 
ausfiillen. Nach einer Vitalfairbung mit Neutralrot fluoreszieren aufer der Peri- 
pherie des Zell-Lumens diese Schleimballen distinkt goldgelb. Unter der Strahlen- 
wirkung lésen sich die Ballen aber auf, so da® nach kurzer Zeit die Schleimzellen 
homogen griingelb fluoreszieren. In diesen Blattchen fiihren auch die chlorophyll- 
fiihrenden Zellen ahnliche Ballen meist in Einzahl, die ebenfalls mit Neutralrot eine 
goldgelbe Fluoreszenz annehmen. Im U.V. zeigen diese Ballen im ungefarbten 
Zustand eine blaulichweife Eigenfluoreszenz, die in ihrem Farbton der Fluoreszenz 
der ungefarbten Schleimzellen unter denselben Bedingungen entspricht. 


Mit Acridinorange 1: 10.000 in Leitungswasser vitalgefarbte Helodea-Blattchen 
fiihren in den chlorophyllhaltigen Zellen gelbe Kriimel, und die Schleimzellen sind 
z. T. diffus braunlichgelb gefarbt. Im Blaulicht fluoreszieren die Schleimzellen inten- 
siv griin und die Farbstoffkriimel kupferrot. Tote Zellen zeigen eine griine Kern- 
fluoreszenz. Zugabe von NH,OH list in den lebenden Zellen augenblicklich eine 
griingelbe Kern- und Membranfluoreszenz aus. Im U. V. ist wie bei den neutralrot- 
gefirbten Schleimzellen auch nach Acridinorangebehandlung nur die blaulichweife 
Eigenfluoreszenz zu erkennen. Ebenso weisen die Schleimzellen, mit Berberinsulfat 
gefarbt, eine intensive gelbe Fluoreszenz nur im Blaulicht auf. 


V. Versuche zur Klérung der sekundaren gelbgriinen Vakuolenfluo- 
reszenz 


Das Auffalligste bei der Fluorochromierung mit Neutralrot ist die durch 
die Bestrahlung ausgeliéste sekundare Vakuolenfluoreszenz in den Zellen 
der O.E. von Allium. Die folgenden Untersuchungen sollen sich auf einen 
Klarungsversuch dieser Erscheinung beschranken. Aus den bisher bekann- 
ten Fluoreszenzerscheinungen beim Neutralrot kamen drei Méglichkeiten in 
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Frage, entweder reichert sich eine der papierchromatographisch festgestell- 
ten Komponenten unter der Strahlenwirkung im Zellsaft an, oder in der 
Vakuole wird durch die Strahlenwirkung eine neutrale hydrophobe Phase 
frei, die die Farbbase speichert, oder der Farbstoff wird in der Zelle re- 


duziert. 


a) Farbungsversuche mit den isolierten Komponenten 
des Neutralrots 


Im zweidimensionalen Papierchromatogramm konnten zwei und bei 
Neutralrot extra (Griibler) sogar drei fluoreszierende Komponenten nach- 
gewiesen werden. Da Trennungsversuche mit Aluminiumoxyd fehlschlugen, 
wurden die einzelnen Komponenten mit Alkohol aus den Papierchromato- 
grammen von Neutralrot extra (Griibler) eluiert und nach Verdampfung 
des Alkohols der Riickstand mit Leitungswasser aufgenommen. Mit den so 
erhaltenen Lésungen wurden dann an den O.E. Vitalfarbungen durch- 
gefiihrt. 

Mit der roten Hauptkomponente, die im zweidimensionalen Papier- 
chromatogramm nicht weiter zerlegt wird, lassen sich die gleichen Vital- 
farbungen durchfiihren wie mit einer normalen Neutralrotlésung. Die 
Vakuolen der O. E.-Zellen farben sich zinnoberrot mit Vakuolenkontraktion, 
und im Blaulicht fluoresziert das Plasma leuchtend gelb. Durch die Strah- 
lenwirkung schlagt die Plasmafluoreszenz nach Gelbgriin um, und die 
Vakuole beginnt gelbgriin zu fluoreszieren. 


Mit den anderen Komponenten konnte auch nach dreistiindiger Ein- 


wirkung keine im Hellfeld wahrnehmbare Farbung erzielt werden. Im 
Blaulicht bedingte die goldgelb fluoreszierende Komponente eine diffuse 
gelbgriine Plasmafluoreszenz, die zitronengelbe Komponente eine sehr 
schwach diffuse Fluoreszenz der ganzen Epidermis und die nur beim Neu- 
tralrot extra (Griibler) auftretende griine Komponente gar keine Fluo- 
reszenz. Hier handelte es sich aber auch nur um sehr geringe Farbstoff- 
konzentrationen. 


Aus diesen Ergebnissen kénnen wir schliefen, daB die Fluoreszenz- 
erscheinungen an der lebenden Zelle durch die rote Hauptkomponente be- 
dingt werden, die in vitro die geringste Fluoreszenz zeigt. Die im Papier- 
chromatogramm zutage tretenden starker fluoreszierenden Komponenten 
scheinen — jedenfalls der Zelle von aufen geboten — dafiir keine oder nur 
eine geringere Bedeutung zu haben. 


b) Versuche mit NH,OH 


Wenn wir die Méglichkeit einer Speicherung der Farbbase in hydro- 
phoben Phasen des Zellsaftes ins Auge fassen, miiRte durch Zugabe von 
NH,OH zu den gefarbten Zellen eine Fluoreszenzsteigerung zu erzielen 
sein. NH,OH dringt leicht in die Zelle ein und bedingt eine cH-Verschiebung 
zur alkalischen Seite, so da aus dem von der Zelle gespeicherten Farbstoff 
die Farbbase in Freiheit gesetzt werden muf. 
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Bringt man bei einem bereits bestrahlten Praparat mit intensiver griin- 
gelber Plasma- und Zellsaftfluoreszenz seitlich an das Deckglas einen Trop- 
fen NH,OH, so schlagt fortschreitend mit der NH,OH-Diffusion die Plasma- 
fluoreszenz in ein intensives Goldgelb um, und die griine Zellsaftfluoreszenz 
verschwindet. Der Farbstoff fallt in der Vakuole als schwer wasserlisliche 
Farbbase in Kristallform aus. 


Es soll noch erwahnt werden, daf bei Ubertragung von O.E., deren 
Vakuolen mit Neutralrot gefarbt sind, in n/100 NH, im Hellfeld eine Ent- 
farbung des Zellsaftes zu beobachten ist und der Farbstoff jetzt mit hoch- 
rotem Farbton von der Membran aufgenommen wird. Auf diese merk- 
wiirdige Erscheinung hat erstmalig Héfler (1947b) fiir Zellen hinge- 
wiesen, die mit Acridinorange vitalgefarbt waren. An Zellen, die eine 
starke Vakuolenkontraktion aufweisen, kann man sehr gut beobachten, 
daf diese Membranfarbung zuerst in der Mitte der Langswande beginnt, 
dort, wo zwischen Vakuole und Zellwand nur ein ganz diinner Plasma- 
schlauch vorhanden sein kann. Am langsten bleiben die Bezirke der Zell- 
wande farblos, die in den Zellzwickeln dem Plasma angrenzen. Dieselbe 
Erscheinung — nur langsamer — tritt auch in n/1000 NH, auf, haiufig kommt 
es hier allerdings nicht mehr zu einer vélligen Entfarbung der Vakuole. 
Auffallend ist auch, da8 absterbende Kerne und Plasma sich in n/100 NH, 
ebenfalls mit dem aus der Vakuole austretenden Farbstoff hochrot an- 
farben. In héheren NH,-Konzentrationen unterbleibt die Membranfarbung, 
und der Farbstoff scheint in Kristallform aus den Membranen auszu- 
bliihen. 

Werden die O. E. mit Membranfarbung aus den n/100 bzw. n/1000 NH,- 
Lésungen in farbloses Leitungswasser iibertragen, so entfarben sich wieder 
die Membranen und die Vakuolen speichern den Farbstoff, wie es auch 
bereits von Héfler fiir Acridinorange festgestellt worden ist. Die Zellen 
verhalten sich also so, als ob sie von einem sauren Milieu in ein alkalisches 
iiberfiihrt worden waren (Strugger 1936). Durch die NH,-Aufnahme 
wird der Zellsaft alkalisch, was zu einer Entfarbung fiihren muf, entspre- 
chend dem friiher von Drawert (1948, Abb. 1) gegebenen Schema. Es 
besteht durchaus die Méglichkeit, da NH, iiber die Aufenkonzentration 
hinaus aufgenommen wird, so da der Zellsaft alkalischer reagiert als das 
Aufenmedium. Ferner muf man bedenken, daf es sich bei den benutzten 
NH,OH-Lésungen um nur schwach gepufferte Systeme handelt. Ebenso 
diirften die mit Neutralrot zinnoberrot gefarbten Zellen nur einen schwach 
gepufferten Zellsaft besitzen zum Unterschied von violett gefarbten, wo- 
durch sich ihre leichte Beeinflu&barkeit durch NH, erklaren wiirde. Nach 
Ubertragung der Zellen in reines Leitungswasser wandert das NH, wieder 
aus den Zellen aus, so daf der Zellsaft saurer wird als das umgebende 
Medium, was entsprechend unseren Vorstellungen vom Mechanismus der 
Farbstoffverteilung in der Zelle zu einer Vakuolenfarbung fiihren muf 
(Drawert 1948, 1956). Doch soll auf diesen ganzen Fragenkomplex, der 
auch die Unterscheidung .,voller“ und .leerer* Zellsafte (H 6 fler 1947 a, b) 
beriihrt, hier nicht naher eingegangen werden. 
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c) Versuche iiber einen Einfluf& der Sauerstoffspannung 


Treten durch Reduktion des Farbstoffes in der Zelle Fluoreszenzerschei- 
nungen auf, so kénnen diese durch Sauerstoffmangel geférdert und durch 
Zugabe von H,O, geléscht werden, wie an Vitalfairbungsversuchen mit 
Redoxindikatoren, z. B. Janusgriin B, gezeigt werden konnte (Drawert 
1953). Auf die Neutralroifluoreszenz hat aber ein Vaselineabschlu® des 
Deckglases keinen Einflu®. Nur im Hellfeld ist zu beobachten, da ent- 
sprechend den Befunden von Strugger (1936) eine Vakuolenfarbung bei 
Deckglasabschlu8& allmahlich in eine Membranfarbung iibergeht. Dies 
andert aber nichts daran, daft erst durch eine Bestrahlung eine gelbgriine 
Vakuolenfluoreszenz ausgelést werden kann, gleichgiiltig, ob der Farb- 
stoff nach dem Hellfeldbild noch in der Vakuole lokalisiert ist oder schon 
in die Membran gewandert ist. und gleichgiiltig, ob die Bestrahlung am 
frisch hergerichteten Praparat durchgefiihrt wird oder an einem Priaparat, 
das sich schon 24 Stunden unter einem VaselineabschluB befindet. 

Diesen Ergebnissen entsprechend hat auch die Zugabe von 3% H,O, 
keinen Einflu8 auf bereits vorhandene Fluoreszenzerscheinungen oder deren 
Auslésung durch die Bestrahlung. 


d) Vitalfarbungen mit reduziertem Neutralrot! 


Aus den im vorhergehenden Abschnitt mitgeteilten Befunden miissen wir 
schlieBen, daf bei den Fluorochromierungen mit Neutralrot Reduktionsvor- 
gingen enisprechend der friiher ausgesprochenen Vermutung kaum eine 
Bedeutung zukommt. Es war aber trotzdem von Interesse zu priifen, wie 


Vitalfarbungen mit reduziertem bzw. teilweise reduziertem Neutralrot aus- 
fallen, da reduzierte Neutralrotlésung stark griinlich fluoresziert. Bei volli- 
ger Reduktion ist die Fluoreszenz am schwiachsten, nimmt dann aber mit 
der Reoxydation wieder zu. 


Die Reduktion wurde mit Rongalit C oder mit Na,S,O, durchgefiihrt. Die 
Lésungen 1: 10.000 bleiben gelblich und die 1: 1000-Lésungen nehmen nach Zugabe 
von Na,S,O, einen olivgriinlichen Ton im normalen Licht an. In kurzer Zeit kehrt 
in offenen GefaéBen an der Luft der rote Farbton durch Reoxydation wieder zuriick. 

Mit frisch reduzierten Lésungen, die allerdings wahrend der Versuchsdurch- 
fiihrung bereits wieder reoxydieren, erhalt man bei pH ~7 in den O.E. von vorn- 
herein eine sehr intensive griingelbe Zellsafifluoreszenz. Unter der Strahlenwirkung 
beginnt dann auch das Plasma sehr stark griingelb zu leuchten. 

Reduzierte Lésungen, die 24 Stunden der Luft ausgesetzt waren und dann mit 
Phosphatpuffer soweit verdiinnt wurden, daf die Farbstoffkonzentration 1 : 10.000 
betrug, fluoreszierten orange. Die Fluoreszenzintensitat war bei pH 2 am schwadh- 
sten, von pH 3—6 gleichmafig gut und bei pH 7 am stirksten. Die mit diesen 
Lésungen an O.E.-Zellen durchgefiihrien Vitalfarbungen ergaben folgende Er- 
gebnisse: 


1 Anmerkung bei der Korrektur: Auf die wiahrend der Drucklegung vor- 
liegender Mitteilung erschienene Arbeit von Kiermayer, O.: Fluorochromie- 
tung pflanzlicher Zellen mit Fluoreszent X (reduziertem Neutralrot), Proto- 
plasma 46, 437 (1956), kann hier nur verwiesen werden. 
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pH 2: Zellen starben wihrend der Versuchszeit ab. 

pH 3: Im Hellfeld sind die Membranen rot gefarbi. Im Blaulicht fluoreszieren 
Plasma und Kern griingelb. Unter der Strahlenwirkung nimmt die Fluoreszenz- 
intensitat zu. 

pH 4: Im Hellfeld ist nur eine reine Membranfarbung zu beobadhiten. Im Blau- 
licht fluoreszieren Plasma und Kerne. Unter der Strahlenwirkung beginnen aber 
auch die Vakuolen schwach gelbgriin zu fluoreszieren, Plasma- und Kernfluoreszenz 
wird bedeutend intensiver. 

pH 5: Die Epidermen verhalten sich wie bei pH 4. 

pH 6: Im Hellfeld zeigen die O. E.-Zellen noch reine Membranfarbung. Im Blau- 
licht zeichnen sich die Vakuolen von vornherein durch eine sehr intensive griingelbe 
Vakuolenfluoreszenz aus. 

pH 7: Im Hellfeld weisen die Zellen eine zinnoberrote Vakuolenfarbung mit 
Vakuolenkontraktion auf. Im Blaulicht leuchten die Vakuolen intensiv griingelb. 
Plasma und Kern scheinen wie bei pH 6 zunachst ohne Fluoreszenz zu sein, begin- 
nen aber unter der Strahlenwirkung hellgriingelb zu fluoreszieren. 

Bei der Anwendung einer mit Na,S,O, behandelten Neutralrotliésung, die einige 
Tage der Lufteinwirkung ausgesetzt war, in einer Konzentration von 1: 10.000 in 
L. W., zeigen die O.E.-Zellen im Hellfeld eine zinnoberrote Zellsaftfarbung mit 
Vakuolenkontraktion. Im Blaulicht fluoresziert jetzt aber nur das Plasma griinlich 
und wird bei der Bestrahlung nach kiirzester Zeit intensiv gelbgriin. Die Vakuole 
fluoresziert nicht und scheint auch unter der Strahlenwirkung keine Fluoreszenz 
anzunehmen. Bei der sehr intensiven Plasmafluoreszenz ist es allerdings haufig 
schwer zu entscheiden, ob der Zellsaft auch noch eine griinliche Fluoreszenz an- 
nimmt. Diese Entscheidung wird noch dadurch erschwert, da® sich das ganze 
Gesichtsfeld unter der Strahlenwirkung mit einem griinen Schleier iiberzieht. 


e) Versuche zum Nachweis einer Strahlenwirkung auf 
Neutralrotlésungen 


Da allem Anschein nach Reduktionsprozesse nicht fiir das Auftreten 
einer Vakuolenfluoreszenz in den O. E. nach einer Vitalfarbung mit Neutral- 
rot und Bestrahlung verantwortlich zu machen sind, muf noch einer anderen 
Erscheinung nachgegangen werden. Es wurde in den vorhergehenden Ab- 
schnitten schon mehrmals darauf hingewiesen, daf in plasmolysierten Zel- 
len auch im extraplasmatischen Raum unter der Strahlenwirkung eine 
griingelbe Fluoreszenz auftritt oder daft besonders bei den dickeren Ob- 
jekten, wie U.E.-Schnitten von Allium- oder Helodea-Blattchen, das ganze 
Gesichtsfeld sich wihrend der Beobachtung allmahlich mit einem griinen 
Schleier iiberzieht. Diese Beobachtung legte die Vermutung nahe, da wah- 
rend der Bestrahlung Stoffe, die aus der Zelle austreten, oder das Neutral- 
rot selber ohne Mitwirkung der lebenden Zelle veraindert werden. 

Zwischen Objekttrager und Deckglas gebrachier Prefsaft aus Zwiebeln 
lat im Fluoreszenzmikroskop keine Fluoreszenz erkennen. Daran andert 
sich auch nach langerer Bestrahlung nichts). Wird dem Zwiebelsaft 
aber etwas Neutralrot zugesetzt, so beginnt schon nach 


kurzer Bestrahlungszeit die Lésung in dem von den 
Strahlen getroffenen Teil gelbgriin zu fluoreszieren. 
Dasselbe ist auch bei reiner Neutralrotlisung der Fall. 
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Daraufhin brachten wir Neutralrotlésungen 1: 10.000 in dest. Wasser 
in einer Kiivette fiir 35—40 Min. in den Strahlengang des Fluoreszenz- 
mikroskops zwischen Quecksilberdampflampe und U. V.- bzw. Blaufilter. 
Da die Lésung sich durch die Bestrahlung betrachtlich erwarmte, wurde 
zur Kontrolle ein Teil der Neutralrotlésung ohne Bestrahlung erwarmt. 
Durch starkere Erwairmung kénnen in Farbstofflésungen Zersetzungen auf- 
treten, die sich auf die Vitalfarbung auswirken, wie es z. B. vom Nilblau 
bekannt ist (Gutz 1956). Unter der Strahlenwirkung beginnt 

















Abb. 3. Eindimensionales Papierchromatogramm von Neutralrot extra (Griibler) 
mit Aceton + Leitungswasser (4:6) entwickelt. A = mit der Quecksilberhéchst- 
drucklampe bestrahlte Lésung 1 : 10.000 in dest. Wasser. B = nur erwarmte Lésung. 
C = bestrahlte Lésung 1 : 10.000 mit pH2. D = nur erwarmte Lésung mit pH 2. 
Der zur Abszisse parallele Strich gibt die Frontlinie des aufgestiegenen Entwicklers 
an, die darunter befindliche gestrichelte Linie die untere Grenze des schwach 
blaulichweif fluoreszierenden Streifens der Lésungsmitielfront. Fluoreszenztone: 
o = orange, g = gelborange, gr = griin, c = cyclamenrot. 


die Neutralrotlésung intensiv orangegelb zu fluores- 
zieren. Die unbestrahlte, nur erwarmte Lésung zeigt nicht diese Fluores- 
zenz. Auer der Fluoreszenz ist an den Lésungen der Praparate von Bayer 
und Griibler weiter keine Veranderung wahrzunehmen, wiahrend die Lésung 
des Praparates von Merck zum groéften Teil durch die Bestrahlung ausgefallt 
wird; die nur erwarmte Lésung bleibt auch in diesem Fall klar. 


In Vitalfarbungsversuchen unterscheiden sich die bestrahlten Lésungen 
in ihrem Verhalten nicht von den unbestrahlten. Die griingelbe Zellsaft- 
fluoreszenz tritt auch hier erst wahrend der Beobachtung auf. 


Im eindimensionalen Papierchromatogramm kann 
aber in der bestrahlten Lésung eine rasch wandernde, 
griin fluoreszierende Komponente nachgewiesen wer- 
den (Abb. 3). Wird die Farbstofflésung bis auf pH 2 angesiuert, tritt nach 
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der Bestrahlung keine Fluoreszenz der Lésung auf, und im Papierchromato- 
gramm 1aft sich auch keine griin fluoreszierende Komponente nachweisen. 
Ferner fehlt auch in der unbestrahlten Lésung mit pH 2 die gelborange 
fluoreszierende Fahne (Abb. 3). Die griin fluoreszierende Komponente in 
der Farbstofflésung in dest. Wasser erhalt man auch nach einer einstiindigen 
Bestrahlung mit einer Kohlenbogenlampe. 
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Abb. 4. Eindimensionales Papierchromatogramm von Neutralrot extra (Griibler), 
das zuerst mit Na,S,O, reduziert wurde und dann an der Luft reoxydierte. Ent- 
wicklung mit Aceton + Leitungswasser (4 : 6). A = mit der Quecksilberhéchstdruck- 
lampe bestrahlte Lésung. B = erwirmte und C = nicht erwarmte Lésung. 
D = Na,S,O,-Lésung. Der zur Abszisse parallele Strich gibt die Frontlinie des auf- 
gestiegenen Entwicklers an, die darunter befindliche gestrichelte Linie die untere 
Grenze des schwach blaulichweif fluoreszierenden Streifens der Lésungsmittelfront. 
Fluoreszenzténe: co = cyclamenorange, c = cyclamenrot, gr = griin, m = weif- 
griinlich, mg = weifgelblich, wb = blaulichweif, g = gelb, o = orange. 


Im Elektrophoreseversuch mit 120V und 1—2mA auf Filtrierpapier 
bei pH 6 wandert die griin fluoreszierende Komponente 
der bestrahlten Lésung eindeutig zur Anode. Ebenso ist 
bei pH 8,3 und pH 4,4 der Durchtrankungsfliissigkeit eine sehr gute Wan- 
derung der griinen Komponente zu beobachten, wahrend bei pH3 nur eine 
zart griinlich leuchtende, zur Anode gerichtete Fahne wahrzunehmen ist. 
Bei pH 2 ist auch nach 15 Stunden Versuchsdauer keine Wanderung einer 
griinen Komponente zu erkennen. Die im Hellfeld rote Phase wandert zur 
Kathode. Der am Start liegenbleibende Fleck fluoresziert mit Ausnahme 
von pH 2 intensiv orange. In der unbestrahlien, normalen oder erwarmten 
Lésung ist auch durch Elekirophorese keine griin fluoreszierende Kom- 
ponente nachzuweisen. 
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Aus den Elektrophoreseversuchen geht hervor, dai der basische, also 
positiv geladene Farbsioff Neutralrot, wenn er nicht im vdllig dissoziierten 
Zustand (pH 2) vorliegt, unter der Strahlenwirkung einer Quecksilber- 
héchstdruck- oder Kohlenbogenlampe eine griin fluoreszierende, ne gativ 
geladene Komponente abspaltet. 

Im Zusammenhang mit dem von Clark und Perkins (1932) nach 
Reduktion und Reoxydation einer Neutralrotlésung gefundenen .,Fluo- 
reszent X“ war es noch von Interesse, eine entsprechende Farbstofflésung 
vor und nach der Bestrahlung papierchromatographisch und elektrophore- 
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Abb. 5. Wie Abb. 4, nur Neutralrot (Merck), gg = gelbgriin. Die anderen Farbton- 
angaben siehe Abb. 4. 


tisch zu untersuchen. Es wurden dazu Farbstofflésungen 1 : 1000 in dest. 
Wasser mit Na,S,O, reduziert und nach 24- bis 48stiindigem oder auch noch 
langerem Stehen an der Luft nach einer Verdiinnung auf 1 : 10.000 mit dest. 
Wasser fiir die Versuche benutzt. Es sollen hier nur rein informatorisch 
einige Ergebnisse mitgeteilt werden. 

Die Lésungen waren ganz normal rot gefarbt und unterschieden sich 
von direkt hergestellten Lésungen nur durch ihre Fluoreszenz, die schon im 
auffallenden Tageslicht in Erscheinung trat. Ein Teil der Lésung wurde, 
wie auf S. 374 angegeben, bestrahlt, ein Teil nur erwarmt und ein dritter 
Teil nicht weiter behandelt. In Abb. 4 ist ein mit Neutralrot extra (Griibler) 
erhalitenes eindimensionales Papierchromatogramm wiedergegeben. Er- 
warmte und nicht erwarmte Lésungen verhalten sich gleich. Einer orange 
fluoreszierenden Komponente mit R,;~0,35 sitzt eine gelb fluoreszierende 
mit R;~0,44 auf. Das zur Entwicklung benutzte Aceton-Wasser-Gemisch 
bildet an der Lésungsmittelfront einen 10 bis 15mm breiten, zart blaulich- 
weifi fluoreszierenden Streifen. Eine zur Kontrolle mitgelaufene Na,S,O,- 
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Lésung weist nur an der unteren Grenze des Lésungsmittelstreifens einen 
schwach blaulichweifé fluoreszierenden Fleck auf. In derselben Hiéhe zeigen 
auch die Chromatogramme der nicht bestrahlten reoxydierten Neutralrot- 
lésungen eine zart fluoreszierende Stelle, die aber nach der Lésungsmittel- 
front zu einen weifgriinlichen und nach dem Start zu einen gelblichen 
Farbton besitzt. Die bestrahlie Lésung kann dagegen in fiinf ganz distinkte 
Komponenten zerlegt werden: eine cyclamenrot-orange fluoreszierende mit 
R,~ 0,31, eine cyclamenrote mit R,~ 0,55, eine griine mit R,~ 0.8. eine 
weifgriine mit R; ~ 0,87 und einen in der obersten Grenze der Lésungsmit- 


Abb. 6. Elektrophorese von Neutralrot extra (Griibler), das zuerst mit Na.S.O, 

reduziert wurde und dann an der Luft reoxydierte. J = bestrahlte Lésung, 

I] = nur erwairmte Lésung, J// = nicht erwirmte. unbestrahlte Lésung. Nahere 
Erklirung im Text. 


telfront liegenden weifgelben Strich mit R;~ 0,98. Die angegebenen Farb- 
téne beziehen sich auf die Fluoreszenz der Flecke, die z. T. nur im U. V. 
wahrzunehmen sind. 

Wie Abb. 5 wiedergibt. verhalt sich die reoxydierte Lésung des Neutral- 
rotpraparates von Merck etwas anders. Zum Unterschied von der nicht re- 
duzierten Lésung treten bei der reoxydierten Lésung durch die Bestrahlung 
keine Ausfallungen auf. In der gekochten unbestrahlien, reoxydierten 
Lésung des Praparates von Bayer kommt noch eine weifgriin fluoreszierende 
Komponente in der Héhe der cyclamenrot leuchtenden der bestrahlten 
Lésung zum Vorschein. 

Im Elektrophoreseversuch mit der reoxydierten Lésung von Neutralrot 
extra (Griibler) bei pH 5.4 wandert in den unbestrahlten Lésungen eine 
intensiv gelb fluoreszierende Komponente zur Kathode. Bei der be- 
strahlten Lésung ist diese Komponente nicht mehr nach- 
weisbar, dafiir wandert aber eine intensiv griin fluores- 
zierende Komponente zur Anode (Abb. 6), dariiber befindet 
sich noch weiter zur Anode ein schwacher gelbgriin fluoreszierender Fleck. 
Auf derselben Hohe ist bei den nicht bestrahlten Lésungen auch eine ganz 
zarte Fluoreszenz angedeutet. Na,S,O,-Lésung zeigt nur eine ganz schwach 
blaulichweif fluoreszierende Komponente, die zur Kathode wandert. 
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VI. Besprechung der Ergebnisse 


Aus den Vitalfarbungsversuchen geht hervor, daft das Plasma der 
neutralrot-gefirbten Zellen unter der Strahlenwirkung des Erregerlichtes 
einen bisher nur wenig beachteten Farbtonwechsel in der Fluoreszenz zeigt. 
Am Anfang der Beobachtung fluoresziert das Plasma im Blaulicht mit 
Sperrfiltern der OG-Gruppe goldgelb bis orange und nimmt dann erst 
unter der Strahlenwirkung — allerdings meist in kiirzester Zeit — die in 
der Literatur beschriebene griingelbe Fluoreszenz an. Bei U. V. und etwa 
dem Sperrfilter U.V.2.5 leuchtet das Plasma zunichst bliulichweif bis 
silbrig und geht dann zu einer griinen Fluoreszenz iiber. Toth (1952) muf 
mit sehr energiearmem U. V. gearbeitet haben, da sie das Plasma der O. E. 
immer als silbrig bis griingelb beschreibt, erst nach 20 Min. dauernder Be- 
strahlung verfarbte .sich das Plasma mehr nach Gelb”. Fiir die U.E. gibt 
Toth gar keine Verainderung unter der Strahlenwirkung an. Das scheint 
fiir die Vakuole, die Toth in erster Linie betrachtet, auch zuzutreffen, 
andererseits nehmen aber das Plasma und die Membranen der U.E. in kiir- 
zester Zeit eine derartig intensive griine bis gelbe (je nach benutztem Sperr- 
filter) Fluoreszenz an, daB manchmal die rote Zellsaftfluoreszenz formlich 
iiberstrahlt wird. 

Ein weiterer wichtiger Punkt ist der Nachweis, daft auch in O.E. mit 
reiner Membranfarbung durch die Bestrahlung eine griingelbe Vakuolen- 
fluoreszenz ausgelést werden kann. Diese Erscheinung steht mit der An- 
nahme von Strugger (1940), da auch im sauren Bereich aus der ge- 
botenen Farbstofflésung geringe Spuren des Farbstoffes durch den Zellsaft- 
raum aufgenommen werden, in gutem Einklang. Der Befund ist aber un- 
vereinbar mit der Vorstellung von Kélbel (1948) iiber das Zustande- 
kommen der Vakuolenfluoreszenz. 


Kélbel nimmt an, da® der Farbstoff im Zellsaft in gebundenem Zu- 
stand vorliegt, und infolge einer durch die Bestrahlung ..verursachten phy- 
siologischen ,Umstimmung’ des Zellsaftes ... wird der Farbstoff aus seiner 
Bindung in Freiheit gesetzt und wandert allmahlich aus der Vakuole aus. 
Hiermit muB sich auch die konzentrationsabhangige Fluoreszenzfarbe an- 
dern“. Mit abnehmender Konzentration des Neutralrots soll dann auf 
Grund des von K6lbel angenommenen Konzentrationseffekts die gelb- 
griine Zellsaftfluoreszenz auftreten. Trafe diese Auffassung zu, dann miiBte 
bei einem bestimmten pH-Wert unterhalb der im sichtbaren Licht wahr- 
nehmbaren Vakuolenfarbung von vornherein eine intensive Vakuolen- 
fluoreszenz zu beobachten sein. Das ist aber nicht der Fall, sondern die 
Vakuolenfluoreszenz tritt in der O.E. unter der Strahlenwirkung um so 
schneller ein, je mehr wir uns im AuBen-pH dem Wert nahern, bei dem 
auch im Hellfeld eine Vakuolenfarbung zu erkennen ist, d. h. aber. je mehr 
Farbstoff in der Vakuole vorhanden sein muB. 

Ebenso wird sich die Auffassung von Kélbel, daB die Plasmafluo- 
reszenz auf einer Kationenadsorption beruhen soll, kaum aufrechterhalten 
lassen. Die Vermutung von Strugger, daf es sich um eine Lésung der 
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Farbbase in einer lipoiden Phase des Plasmas handeli, ist auf Grund un- 
serer Kenntnisse der Eigenschaften des Neutralroits und der Vitalfarbung 
des Plasmas mit anderen Farbstoffen viel wahrscheinlicher. So gibt nach 
Spek (1951) mit Safraninen vitalgefiarbtes tierisches Plasma ein Spektrum, 
das mit dem einer Safraninlésung in Phosphatiden iibereinstimmt. Erst 
bei einer Schidigung der Zelle werden auch Adsorptionsbanden sichtbar, 
die fiir eine wasserige Safraninlésung charakteristisch sind. Dies diirfte so 
zu deuten sein, daf sich jetzt auch hydrophile Substanzen (wohl Eiweif- 
kérper) farben. Ferner sprechen die mit NH,OH erhaltenen Befunde gegen 
die Vorstellung von K 61 bel, worauf bereits an anderer Stelle hingewiesen 
worden ist (Drawert 1956). Durch die kiinstliche Alkalinisierung des 
Plasmas wird keine Fluoreszenzléschung, sondern im Gegenteil eine Ver- 
starkung erreicht. Nach der Hypothese von K 61 bel miifte eine Léschung 
eintreten, da jetzt ja die Dissoziation des Farbsioffes zuriickgedrangt wird, 
so daft es zu keiner Kationenadsorption mehr kommen kann. 

Wir diirfen auch pflanzliches und tierisches Plasma in ihrem Verhalten 
den Farbstoffen gegeniiber nicht so ohne weiteres gleichsetzen, wie es 
Kélbel tut. Wie bereits mehrmals betont wurde (Drawert 1948, 1956), 
miissen wir bei der Vitalfarbung des tierischen Plasmas streng zwischen 
einer Diffusfarbung und einer Granulafarbung unterscheiden. Nur den 
ersten Farbungstyp diirfen wir mit einer Plasmafarbung der Pflanzenzelle 
vergleichen, die Granulafarbung ist vielmehr eine Parallele zur Vakuolen- 
farbung. Bei einer intensiven Farbung von lebendem tierischen Plasma 
mit Neutralrot handelt es sich aber vorwiegend — wenn nicht nur — um 
eine Granulafarbung. Es liegt also ein ganz anderer Lokalisationsort und 
auch ein ganz anderer Farbungsmechanismus vor. Bei der weiter oben an- 
gefiihrten Safraninfarbung tierischen Plasmas muf es sich dagegen um 
eine Diffusfarbung handeln: denn Spek schreibt (1951, S. 246): Die noch 
voll vitalen Eier ,,;waren alle gleichhmafig blaBrosa gefarbt™. 

Durch die Entdeckung einer griin fluoreszierenden Komponente, die aus 
dem Neutralrot unter der Strahlenwirkung des Erregerlichtes enisteht, 
diirfte jetzt eine kausale Erklarung der von Strugger in den O.E. von 
Allium aufgefundenen sekundaren Vakuolenfluoreszenz méglich sein. Da 
die Ausbildung der griin fluoreszierenden Komponente durch die wirksamen 
Strahlen um so schwerer erfolgt, je saurer die Lésung ist und sie bei pH 2 
ganz unterbleibt, diirfen wir wohl annehmen, daB die Farbbase und nicht 
das dissoziierte Farbsalz der Ausgangssioff ist. Dafiir spricht auch das sehr 
schnelle Auftreten der gelbgriinen Fluoreszenz im Plasma der vitalgefarb- 
ten Zellen, denn aus der vor der Strahlenwirkung vorhandenen Plasma- 
fluoreszenz und ihrer Verstarkung durch NH,OH miissen wir schlieBen, 
daB der Farbstoff als Farbbase vorliegt, die wahrscheinlich in den Plasma- 
lipoiden gelést ist. 

Sobald im Zellsaft Farbbasenmolekiile vorhanden sind, wird durch eine 
Zersetzung derselben bei der Bestrahlung allmahlich eine griingelbe bis 
griine Vakuolenfluoreszenz sichtbar, und zwar muf die Fluoreszenz um so 
rascher sich einstellen und um so intensiver sein, je mehr Farbbasenmole- 





380 H. Drawert und Ingeborg Metzner 


kiile der Zellsaft enthalt. Dies trifft auch tatsaichlich zu, denn wir erhalten 
die Zellsaftfluoreszenz um so schneller und intensiver, je niedriger die cH 
der gebotenen Farbstofflésung ist und je mehr der Farbton des gespeicher- 
ten Neutralrots im Hellfeld auf eine niedrige cH des Zellsaftes hindeutet. 
In den U.E. von Allium mit den im Hellfeld violett gefarbten Vakuolen 
kann ebensowenig wie in einer Neutralrotlésung mit pH 2 eine Fluoreszenz 
durch Bestrahlung ausgelést werden. — Ganz anders verhalt sich aber das 
Plasma der U.E. — Aus dieser Parallele kénnte man schlieBen, daB das 
Neutralrot in der U.E. im Zellsaft in einer stark sauren wasserigen Phase 
gelést gespeichert wird. Doch miissen wir mit solchen Sdchliissen auferst 
vorsichtig sein, da wir iiber den Zustand des Farbstoffes in der Zelle noch 
gar nichts wissen, so daB wir aus dem Farbton nicht ohne weiteres auf den 
pH-Wert des Zellsaftes schlieBen kénnen. Doch soll auf diese Frage hier 
nicht naher eingegangen und nur auf Ausfiihrungen an anderer Stelle ver- 
wiesen werden (Drawert 1955b). Immerhin ist die erwahnte Parallele 
von grofem Interesse und kann uns vielleicht zu einer besseren Einsicht 
in die Verhialtnisse. wie sie in der Zelle vorliegen, fiihren. 

Aus den Versuchen mit reduzierten und wieder reoxydierten Neutral- 
rotlésungen geht ferner hervor, da® die griin fluoreszierende Komponente 
nicht identisch sein kann mit dem ,,Fluoreszent X“ von Clark und Per- 
kins (1932). In den reoxydierten Lésungen wandert eine fluoreszierende 
Komponente zur Kathode, wahrend in den bestrahlien Lésungen die fluo- 
reszierende Phase zur Anode wandert. Andererseits scheint aber zwischen 
beiden fluoreszierenden Komponenten doch eine Beziehung zu_bestehen, 
da in den besirahlten reoxydierten Lésungen die zur Kathode wandernde 
fluoreszierende Komponente etwa in dem Mafe verschwindet, wie die zur 
Anode wandernde entsteht. Versuche zur Klarung dieser Fragen sind in 
Angriff genommen. 


Fiir Speicherungs- und Permeabilitatsfragen ist es von besonderem Inter- 
esse, daft die durch die Bestrahlung enistehende, griin fluoreszierende Kom- 
ponente enigegengesetzt geladen ist wie der Farbstoff selber. Falls die aus 
den Modellversuchen geschlossene Erklirung der sekundaren Vakuolen- 
fluoreszenz zutrifft — was doch sehr wahrscheinlich ist —, hatten wir jetzt 
die Méglichkeit, einen von der Zelle aufgenommenen basischen — also kat- 
ionischen — Farbstoff durch Bestrahlung in der lebenden Zelle in einen 
sauren — also anionischen— umzuwandeln. 


Die hier und auch schon friiher mitgeteilten Befunde sind aber auch 
eine Warnung vor zu schnellen Schlu#folgerungen aus fluoreszenzmikrosko- 
pischen Beobachtungen. Die chemische Wirksamkeit der Strahlen fiihrt, auch 
bei kurzen Beobachtungszeiten, nicht nur zu einer Anderung zelleigener 
Substanzen (Drawert 1952), sondern kann auch, wie das vorliegende 
Beispiel des Neutralrots zeigt, zu einer Anderung der benutzten Fluoro- 
chrome fiihren. Diese Gefahr wird um so gréfer, je mehr wir zur Ver- 
besserung des Fluoreszenzbildes zu immer energiereicheren Erregerlicht- 
quellen greifen. 
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Zusammenfassung 


In den Oberepidermiszellen (O.E.) der Schuppenblatter von Allium 
cepa weist das Plasma nach einer Vitalfarbung der Zellen mit Neutralrot, 
sobald es zum erstenmal vom Erregerlicht getroffen wird, bei der Ver- 
wendung von OG-Sperrfiltern eine goldgelbe Fluoreszenz auf. Unter der 
Strahlenwirkung schlagt diese Fluoreszenz nach Griingelb um. 

Die in der Literatur vorhandenen Angaben, da mit Neutralrot vital- 
gefarbte O.E.-Zellen mit zinnoberrotem Zellsaft unter dem EinfluR des 
Erregerlichtes eine gelbgriine Zellsaftfluoreszenz erhalten, kann bestiatigt 
werden. Diese Zellsaftfluoreszenz tritt aber auch bei Epidermen auf, die 
im Hellfeld nur eine reine Membranfarbung zeigen. 

Entsprechend den Angaben in der Literatur besitzen die mit Neutralrot 
violett gefarbten Zellsifte der Unterepidermis (U.E.) der Schuppenblatter 
von Allium cepa bei der Benutzung entsprechender Sperrfilter eine rote 
Zellsaftfluoreszenz, die sich unter der Strahlenwirkung nicht zu andern 
scheint. Plasma und Zellwande der U.E. beginnen aber wahrend der Be- 
strahlung z. T. derartig intensiv griin bis gelb zu leuchten, da u. U. die 
rote Zellsaftfluoreszenz iiberstrahlt wird. 

Die Schleimzellen in den Blattern von Helodea densa kénnen mit Neu- 
tralrot elektiv goldgelb fluorochromiert werden (nur im Blaulicht mit OG- 
Sperrfiltern zu erkennen). Unter der Strahlenwirkung schlagt auch hier der 
Farbton des ausgestrahlten Lichtes nach Griingelb um. 

Im Papierchromatogramm lassen sich in Neutralrotlésungen bis zu vier 
mehr oder weniger stark fluoreszierende Komponenten nachweisen. Bei Be- 
strahlung einer Neutralrotlésung mit einer Kohlenbogen- oder Quecksilber- 
héchstdrucklampe entsteht eine weitere intensiv griin fluoreszierende Kom- 
ponente, die im Elektrophoreseversuch zur Anode wandert. Neutralrot 
selber wandert als basischer Farbstoff im dissoziierten Zustand zur Kathode. 
Nach der Bestrahlung einer véllig dissoziierten Neutralrotlésung bei pH 2 
kann keine griin fluoreszierende Komponente nachgewiesen werden. 

Die in der Literatur zu findende Angabe, da nach langsamer Reoxyda- 
tion einer reduzierten Neutralrotlésung neben dem zuriickgebildeten roten 
Farbstoff eine stabilere, fluoreszierende Verbindung erhalten bleibt, kann 
bestatigt werden. Diese wandert aber zur Kathode, kann also nicht mit der 
nach einer Bestrahlung erhaltenen griin fluoreszierenden Komponente iden- 
tisch sein. Wird allerdings eine reoxydierte Neutralrotlésung bestrahlt, so 
verschwindet die zur Kathode wandernde Komponente in dem Mafe, wie 
die zur Anode wandernde gebildet wird. 

Aus den Ergebnissen der Neutralrotversuche in vitro wird geschlossen, 
daf auch die in der lebenden Zelle nach einer Vitalfarbung mit Neutralrot 
unter der Strahlenwirkung des Erregerlichtes zu beobachtende Anderung 
der Fluoreszenzfarbténe und die Entstehung einer gelbgriinen Vakuolen- 
fluoreszenz auf die sich bildende griin fluoreszierende Komponente zuriick- 
zufiihren sind. Damit ware eine Méglichkeit gegeben, einen von der leben- 
den Zelle aufgenommenen basischen (kationischen) Farbstoff in der Zelle 
durch die Bestrahlung in einen sauren (anionischen) zu verwandeln. 
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Auf die Bedeutung der chemischen Wirkung des Erregerlichtes fiir die 
Fluoreszenzmikroskopie und besonders fiir die Erklarung der erhaltenen 
Ergebnisse wird hingewiesen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiit- 
zung unserer Arbeiten. Ferner danken wir Frau Ingeborg v. Tip pels- 
kirch und Fraulein Annemarie Pagels fiir ihre Hilfe. 
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Zusammenhiange zwischen reduzierenden Eigenschaften 
und Schutzwirkung von SH-Verbindungen gegen Strahlen 


(Versuche an Euglobulinlésungen) 
Von 
Kurt Erdmann 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 10. Marz 1956) 
In einer vorausgegangenen Arbeit [30] habe ich iiber eine Reihe von 
Substanzen berichtet, welche Euglobulin gegen die koagulierenden Wirkun- 
gen von ultraviolettem Licht und von Réntgenstrahlen schiitzen. Dieser 


Schutz ist je nach Konzentration der Schutzstoffe gegen eine Strahlung von 
bestimmter Intensitat nur fiir eine bestimmte Zeit méglich. Bestrahlt man 


Gemische von Euglobulin mit Schutzstoffen lange genug iiber diese Zeit hin- 
aus, dann kommt es schlieBlich zu einem Erliegen der schiitzenden Eigen- 
schaften der fraglichen Substanzen: nunmehr sind die ersten Anzeichen 
einer Triibung in den so lange gegen die Strahlenwirkungen geschiitzt ge- 
wesenen und infolgedessen klar gebliebenen Euglobulinlésungen zu er- 
kennen. 


Einige der in [30] genannten Schutzstoffe, wie Cystein, SH-Glutathion 
(kurz GSH), Thioglykolsiure bzw. ihr Natriumsalz sowie a-Monothio- 
glycerin (kurz a-MTG), sind Sulfhydrylverbindungen. Die Anwesenheit 
von SH-Gruppen ist mit der Nitroprussidnatrium-Reaktion (kurz NPN- 
Reaktion) nachzuweisen. Priift man Gemische von Euglobulin mit den ge- 
nannten SH-Verbindungen in den Zusammensetzungen, wie sie in [30] ver- 
wandt wurden, wahrend der Bestrahlung mit Hilfe der NPN-Reaktion 
laufend auf ihren SH-Gehalt, dann zeigt sich, daf unter der Einwirkung 
der Strahlen die SH-Gruppen der Schutzstoffe allmahlich verschwinden. 
In der Literatur ist in den verschiedensten Zusammenhangen davon be- 
richtet worden, daff SH-Verbindungen durch Strahlen angegriffen und ver- 
andert werden. Das geschieht sowohl in vitro! wie auch in vivo”. Die 


1 [14, 27, 28, 48, 62, 75, 94, 112]. 
2 [41—43, 45, 47, 57, 88, 89, 96, 97, 113]. 
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Ursache dafiir ist die Oxydation der SH-Gruppen. Die SH-Gruppen sind 
entscheidend fiir die reduzierenden Eigenschaften der Sulfhydrylverbin- 
dungen [50]. Mit ihrem Schwinden nehmen dementsprechend auch die redu- 
zierenden Eigenschaften ab. 

Ziel der Untersuchungen, iiber welche in der vorliegenden Arbeit be- 
richtet werden soll, war, zu priifen: 1. ob die Abnahme der reduzierenden 
Eigenschaften einiger Strahlenschutzstoffe unter der Einwirkung von ultra- 
violettem Licht und von Réntgenstrahlen sich quantitativ verfolgen lat 
und 2. ob sich daraus Zusammenhiange zwischen reduzierenden und gegen 
Strahlen schiitzenden Eigenschaften ableiten lassen. 

Die Schutzstoffe wurden mit n/50 wasseriger Jodlésung titriert (Ge- 
halt an KI =0,4%). Diese Titration beruht auf den oxydierenden Eigen- 
schaften des Jods. Mit der Jodtitration wird die Menge der in den zu 
untersuchenden Liésungen vorhandenen reduzierenden Substanzen erfafit. 
Erfahren diese unter den Einwirkungen von Licht oder Strahlen oxydative 
Verainderungen, dann geben jodometrische Bestimmungen Auskunft dar- 
iiber, wieviel reduzierende Substanz nach verschiedenen Bestrahlungszeiten 
noch vorhanden ist. Wie die Literatur ausweist, kann man mittels Jod- 
titration bestimmen: sowohl SH-Gruppen allgemein [1, 3—5, 13, 17, 22, 24, 
29, 44, 51—54, 70, 71, 77, 82, 85, 87] als auch insbesondere SH-Glutathion 
[17, 2123, 44, 60, 62, 65, 74, 77, 79, 81, 82, 87a, 91, 92, 95, 99, 105, 108], 
ferner Cystein |12, 17, 54, 73, 77, 86, 98, 107] und Thioglykolsaure |17, 19, 
40, 59, 63, 77, 80, 93}. 


Methodik 


Die Verfahren zur Herstellung von Euglobulin aus Rinderserum und 
der Ausgangslésungen der Schutzstoffe sind in der vorhergehenden Arbeit 
((30| auf S. 294—295) beschrieben worden. Zu Beginn jedes Versuches 
wurden drei Lésungen wie folgt angesetzt: 

Lésung I: 2 Teile Euglobulin (z. B. 120cm*) wurden mit 1 Teil Aus- 
gangslésung des zu untersuchenden Schutzstoffes (z. B. 60cm*) zusammen- 
gegeben *. Die Lésung I enthielt also Euglobulin und Schutzstoff neben- 
einander, und zwar in demselben Verhaltnis wie die in der vorhergehenden 
Arbeit verwendeten Lésungen (s. [30], S. 295). 

Lésung II: 2 Teile destillierten Wassers +1 Teil Ausgangslésung des 
jeweiligen Schutzstoffes. Lésung II enthielt also nur den Schutzstoff in der 
gleichen Konzentration wie Lésung I, in ihr konnte das Verhalten des 
Schutzstoffes in reiner Lésung beurteilt werden. 

Lésung III: 2 Teile Euglobulinlésung + 1 Teil m/32 NaCl. Lésung III 
enthielt also nur Euglobulin in der gleichen Konzentration wie Lésung I. 
In Vergleichen von Lésung III mit den Lésungen I und II konnte die Frage 
entschieden werden, ob die Gegenwart von Euglobulin die Reaktion der 


8 Alle zu untersuchenden Substanzen, aufer Cystein-Hydrochlorid, wurden in 
m/32 NaCl gelést, damit die Ergebnisse mit den fiir den bekanntesten Schutzstoff, 
das Cystein, erhaltenen vergleichbar blieben. Ausfiihrliche Begriindung s. [30], 
S. 296. 
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Schutzstoffe mit Jod beeinflu&te oder nicht, insbesondere inwieweit das 
Euglobulin ebenfalls Jod band. 

Das pH dieser drei Lésungen wurde auf den Wert 6 eingestellt, die 
Griinde dafiir s. [30], S. 295. Unmittelbar vor der Bestrahlung wurde jede 
der drei Lésungen geteilt in die zu bestrahlende Portion und die nicht zu 
bestrahlende Kontrollportion. 

Die Bestrahlungen mit ultraviolettem Licht erfolgten wie in [30] 
auf S. 295 geschildert. 

Die Réntgenbestrahlungen wurden mit dem VEM-Grobstruktur-Unter- 
suchungsgerat des VEB Transformatoren- und Réntgenwerk Dresden durch- 
gefiihrt. Die drei zu bestrahlenden Lésungen standen in Schichten von 
22mm Hdhe in Schalchen von 55mm lichtem Durchmesser, bedeckt mit 
Cellophan auf einem langsam rotierenden Tischchen, dessen Oberflache 
17cm vom Fokus der Réhre entfernt war; die mittleren Schichten der zu 
bestrahlenden Lésungen waren also 16cm vom Fokus entfernt. Die Réhre 
war eine Phénix-Therapie-Réhre vom Typ EWG 200/206 (und zwar 
Nr. 776126). Bestrahlt wurde nur mit der Eigenfilterung der Réhre 
(=1-mm-Al-Filter) bei 20mA Stromstarke und 200 V Primarspannung = 
160 kVs (= .,Scheitelwert“). Nach Eichung mit dem ..lonogom“ der Physika- 
lisch-Technischen Werkstiatten Freiberg (Baden) lieferte die Réhre bei die- 
sen Bedingungen in 16cm Abstand vom Fokus pro Min. 790 r; die Messun- 
gen wurden in Luft durchgefiihrt 4. 

Das Tischchen, welches die Schalchen trug, war mit einer 6mm dicken 
Schicht von Paraffin belegt, weil zusatzlich zu der direkten Strahlung auch 
die Streustrahlung ausgenutzt werden sollte (diese kann mit etwa 5% der 
direkten Strahlung veranschlagt werden). 


Sowohl wahrend der UV-Bestrahlungen wie auch wahrend der Réntgen- 
bestrahlungen wurden die nicht zu bestrahlenden Kontrollen bei sonst glei- 
chen Bedingungen gehalten wie die zu bestrahlenden Lésungen. 

Fiir die Titration wurden wahrend der UV-Bestrahlungen aus den 
drei unter Strahleneinflu& stehenden Lésungen sowie aus den drei nicht 
bestrahlten Kontfollésungen in bestimmien Abstianden je 3 cm? entnommen. 
In den Versuchen mit Réntgenbestrahlung wurden alle 30 Minuten je 2 cm? 
entnommen, da aus technischen Griinden nicht so grofe Mengen der drei 
Lésungen zur Bestrahlung gebracht werden konnten wie in den UV-Ver- 
suchen. Zu jeder dieser sechs Proben wurden drei Tropfen Starkelésung 
zugefiigt [60], danach wurde aus einer Mikrobiirette mit n/50 Jodlésung bis 
zum Umschlag nach Blau titriert. 

Die Titration wurde bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Theoretisch 
ist fiir 3 cm* von m/100 Lésungen der untersuchten reduzierenden Stoffe mit 
einem Verbrauch von 1,5cm? n/50 Jodlésung zu rechnen. Die gemessenen 
Werte stimmten mit den theoretischen iiberein fiir GSH, fiir Thioglykol- 
sdure und fiir a-MTG. Bei m/100 Cystein waren die gemessenen Werte et- 


4 Der Hautklinik der Universitat Greifswald danke ich fiir leihweise Uber- 
lassung des Geriites. 
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was hoéher als die theoretischen, demzufolge waren Korrekturen erforderlich 
(vgl. [20, 65]). 

In Vorversuchen hatte ich mich fiir jeden der untersuchten Schutzstoffe 
davon iiberzeugt, da bei den verwendeten Konzentrationen der Jodver- 
brauch der gleiche ist, wenn man die Jodtitrationen bei pH 1,5 oder bei 
pH 6 durchfiihrt (vgl. dazu auch [61]). Es wurden auch Versuche angestellt, 
in welchen einerseits ein zugefiigter Uberschuf von Jod mit Na,S,O, zuriick- 
titriert wurde und andererseits mit Jod direkt titriert wurde. Diese Ver- 
suche ergaben Ubereinstimmung der mit beiden Verfahren erhaltenen 
Werte. Nach [2, 65| zeichnet sich die jodometrische Bestimmungsweise durch 
ihre von keiner anderen Methode erreichte Einfachheit und Genauigkeit 
aus. Nach Orientierung in der Literatur und nach den Ergebnissen der Vor- 
versuche wurden die Bestimmungen in der Weise durchgefiihrt, da bei 
Zimmertemperatur und pH 6 direkt mit n/50 Jodlésung und Starke als 
Indikator titriert wurde. 

Die aus den Titrationen erhaltenen Werte wurden zu Kurven zusam- 
mengestellt. Fiir die Abbildungen, welche der vorliegenden Arbeit beige- 
geben sind, ist aus den Versuchsreihen, welche mit den einzelnen Schutz- 
stoffen angestellt worden sind, jeweils nur ein besonders charakteristischer 
Versuch ausgewahlt worden. 


Ergebnisse bei Bestrahlungen mit ultraviolettem Licht 


Die Abb. 1 ist ein Beispiel fiir eine Serie von Versuchen mit m/100 SH- 
Glutathion 5. Sie zeigt folgendes: 

a) Reine nicht bestrahlie Euglobulinlésungen enthielten nur sehr geringe 
Mengen von reduzierenden Substanzen und verbrauchten deshalb nur 
wenig Jod (praktisch gleich Null, s. Kurve III u). In den ersten 20—30 Minu- 
ten der UV-Bestrahlungen stieg der Gehalt reiner Euglobulinlésungen an 
reduzierenden Stoffen ein wenig an, er blieb dann auf dem nach etwa 30 Mi- 
nuten erreichten Wert (s. Kurve III b). Diese geringfiigige Erhéhung wurde 
in allen Versuchen regelmafig beobachtet. Sie ist vielleicht zuriickzufiihren 
auf die seit langem bekannte Tatsache, daff zu Beginn der Denaturierung 
von Eiweiff (auch seiner Denaturierung durch UV-Licht) sogenannte ,,mas- 
kierte* SH-Gruppen reaktionsfahig werden, welche bis dahin in intra- 
molekularen Bindungen beansprucht waren ®. Fiir die Reaktion der Schutz- 
stoffe mit Jod in den Gemischen Ib erscheint die genannte schwache Ver- 
mehrung der reduzierenden Stoffe im bestrahlten Euglobulin belanglos. 

5 Entsprechende Abbildungen aus den Versuchsserien mit den anderen Schutz- 
stoffen publiziere ich aus Griinden der Raumersparnis nicht. Sie zeigen beziiglich 
der Verhiltnisse der sechs Kurven zueinander im Prinzip Ahnliches wie Abb. 1. 
Fiir den Vergleich der verschiedenen Schutzstoffe untereinander sind aus ahnlichen 
Kurvenscharen, wie sie die Abb. 1 fiir GSH darstellt, in Abb. 2 diejenigen Kurven 
zusammengestellt, welche fiir diesen Vergleich die wichtigsten sind, namlich die 
Kurven Ib. 

* (50, 7, 49, 106, 55, 56, 109, 110, 66, 25, 26, 111, 83, 100—104, 38, 84, 6, 39, 16, 46, 
15, 72, 76, 78, 90]. 
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b) In reinen Lésungen der Schutzstoffe nahm unter der Einwirkung 
ultravioletten Lichtes der Jodverbrauch laufend ab; nach geniigend langer 
Dauer der Bestrahlung erreichie er einen Endwert; auf diesem verblieb er 
bei Fortdauer der Bestrahlung (s. Kurve IIb). Auch in den unbestrahlten 
Kontrollésungen der Schutzstoffe sank infolge Autoxydation der Jodver- 
brauch allmahlich ab (s. Kurve I] u), dieser Abfall war jedoch wesentlich 
geringer als unter Einwirkung der Strahlen (vgl. IIb). 


cm? 4 Jod pro 3 cin3 











Mar \ trib 


Abb. 1. Veranderungen der reduzierenden Eigenschafien (bestimmt durch Titration 
mit n/50 Jod in wasseriger Lésung) in einem Gemisch von Euglobulin mit m/100 
SH-Glutathion (= J), in reinem m/100 GSH (= //) und in reinem Euglobulin (= III) 
bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (= b) und ohne Bestrahlung (= u). 
Auf der Horizontalen die Zeit in Minuten. Die Vertikale gibt an, wieviel Kubik- 
zentimeter n/50 Jod fiir 3 cm? Lésung verbraucht wurden. 
Der von rechts hereinweisende Pfeil bezeichnet das Niveau des Jodverbrauches. 
oberhalb dessen die NPN-Reaktion positiv ausfallt, unterhalb dieses Niveaus sind 
keine SH-Gruppen mehr nachzuweisen. Der von unten hereinweisende Pfeil zeigt 
auf den Zeitpunkt, in welchem die so lange klare Mischung von Euglobulin mit 
GSH opaleszent wurde. Weiteres ist aus dem Text ersichtlich (S. 387—388). 


c) Blieben die Gemische von Euglobulin mit den Schutzstoffen (Kurven I) 
unbestrahlt, dann verloren sie nur langsam von ihren reduzierenden Eigen- 
schaften (s. I u). Wurden die Gemische dagegen mit ultraviolettem Licht be- 
strahlt, dann nahm ihr Jodverbrauch wihrend der ersten Stunden erheblich 
ab (s. Ib). Bei Fortdauer der Bestrahlung wurde die Abnahme pro Zeit- 
einheit geringer, und schlieflich erreichte der Gehalt an noch vorhandener 
reduzierender Substanz einen Endwert (s. Abb. 2). 

Kurze Zeit bevor dieser Endwert erreicht wurde, konnten in den Gemi- 
schen von Euglobulin mit GSH, mit Cystein und mit Thioglykolsiure mit 
Hilfe der NPN-Reaktion keine SH-Gruppen mehr nachgewiesen werden. 
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Die von rechis in die Abbildungen hineinweisenden Pfeile zeigen dasjenige 
Niveau an, unterhalb dessen die NPN-Reaktion negativ ausfiel. Bald nach- 
dem keine SH-Gruppen mehr nachgewiesen werden konnten, wurden in 
den bestrahlten Gemischen die ersten Triibungen des Euglobulins sichtbar. 
Die Zeit, bis zu welcher in den Lésungen I b das Euglobulin unter der Wir- 
kung der Schutzstoffe klar blieb, ist in den Abbildungen durch von unten 
in die Zeichnungen hineinweisende Pfeile markiert. Nach Uberschreiten die- 
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Abb. 2. Vergleich des Verhaltens der reduzierenden Eigenschaften bei UV-Bestrah- 
lung in Gemischen von Euglobulin mit Anfangskonzentrationen von 

m/100 Cystein —___—— 

m/100 a-Mono-Thioglycerin -.....-..-------------- 

m/100 Thioglykolsdure 

m/100 SH-Glutathion —_— 

Vertikale = Jodverbrauch fiir 3 cm? Gemisch. 
Die Pfeile unter der Horizontalen bezeichnen die Zeitpunkte, ab welchen die ver- 
schiedenen Substanzen keinen Schutz mehr geben; der doppelt konturierte Pfeil 
weist auf den Zeitpunkt, ab welchem das Euglobulin ohne Schutzstoff beginnt, 
triib zu werden. 

Die Pfeile rechts bezeichnen das Niveau, unterhalb dessen mit der NPN-Reaktion 
kein SH mehr nachgewiesen werden kann. Weitere Einzelheiten im Text (S. 388—390). 


ser Zeit (in den Abbildungen also rechts von den Pfeilen) wurde das Euglo- 
bulin unter Einwirkung der Strahlen zunachst opaleszent und dann zuneh- 
mend triibe: 

Die fiir Cystein, SH-Glutathion und Thioglykolsiure erhobenen Befunde 
stimmen weitgehend iiberein: Nach Schwinden der SH-Gruppen und Ab- 
sinken der reduzierenden Eigenschaften auf den Endwert erlahmte die 
gegen UV schiitzende Kraft dieser drei SH-Verbindungen. 


NPN*+ 


>------ 
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1 J 
600 660 Minuten 
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Versuche, iiber welche hier nicht ausfiihrlich berichtet werden soll, haben 
ergeben, daff es bei Verwendung von GSH oder von Cystein als Schutzstoff 
gleichgiiltig war, ob die beiden Substanzen bei Beginn der Versuche in 
héheren oder in geringeren Konzentrationen, also mit entsprechend ver- 
schiedenen Quantitaten an reduzierender Substanz vorgelegen hatten: In 
allen Versuchen war zu der Zeit, in welcher GSH und Cystein ihre Schutz- 
stoffeigenschafien verloren, der Gehalt an reduzierender Substanz immer 
auf praktisch gleiches Niveau abgesunken. 

Ahnlich wie GSH und Cystein verhielt sich auch Thioglykolsaure. Dar- 
aus ergibt sich fiir diese drei SH-Verbindungen der Schluf, daf ihre Fahig- 
keiten, als Strahlenschutzstoffe wirken zu kénnen, weitgehend mit ihren 
reduzierenden Eigenschaften zusammenhiangen. 

Andere Verhialtnisse fanden sich fiir a-Mono-Thioglycerin: Diese SH- 
Verbindung schiitzte bereits bei noch relativ hohem Jodverbrauch nicht 
mehr, obwohl die NPN-Reaktion noch deutlich positiv ausfiel. Die NPN- 
Reaktion war zu dieser Zeit in den bestrahlten Portionen zwar schon wesent- 
lich schwiacher als in den unbestrahlien Portionen, sie zeigte jedoch noch 
deutlich, da® zu der Zeit, in welcher das a-MTG nicht mehr schiitzte, noch 
reichlich SH-Gruppen vorhanden waren. Die diesbeziiglichen Versuche er- 
streckten sich mit langeren Unterbrechungen iiber einen Zeitraum von 3 Jah- 
ren, die Resultate waren immer gut reproduzierbar, es kann also kein Zwei- 
fel dariiber bestehen, daB das a-MTG sich von den anderen drei SH-KG6r- 
pern deutlich unterschied, und zwar dadurch, daB seine Schutzkraft gegen 
UV bereits versagte, lange bevor es seine SH-Gruppen und seine reduzie- 
renden Eigenschaften vollstandig verlor. 

Fiir dieses Abweichen des a-MTG von den anderen drei SH-Verbindun- 
gen kann ich keine Erklarung geben. In den spater zu besprechenden Ver- 
suchen mit Réntgenbestrahlung (s. S.392) stimmte a-MTG in seinem Ver- 
halten mit den anderen SH-Verbindungen iiberein (vgl. Abb. 3). 

Eine vergleichende Ubersicht iiber das bisher Mitgeteilte gibt die Abb. 2. 
In sie sind aus besonders charakteristischen Versuchen mit den verschiedenen 
Schuizstoffen jeweils nur die Kurven Ib aufgenommen worden, also die- 
jenigen Kurven, welche Auskunft geben iiber die Veranderungen der redu- 
zierenden Eigenschaften in den Gemischen von Euglobulin mit den einzel- 
nen Schutzstoffen. Die Kurven der verschiedenen Schutzstoffe sind in ver- 
schiedener Manier gezeichnet, und die Zeiten, in welchen die Substanzen 
aufh6éren, als Schutzstoffe zu wirken, sind durch Pfeile in der entsprechen- 
den Signatur bezeichnet; diese Pfeile weisen von unten in die Abbildung 
hinein. Die Jodwerte, bei welchen die schiitzenden Krafte der Schutzstoffe 
erliegen, sind durch kleine Quadrate im Verlauf der Kurven hervorgehoben. 


Ergebnisse bei Bestrahlungen mit Réntgenstrahlen 


Das nicht geschiitzte Euglobulin zeigte in den Versuchen mit UV-Bestrah- 
lung, iiber welche im vorhergehenden Abschnitt berichtet worden ist, bereits 
nach UV-Einwirkungen von durchschnittlich 5 Minuten Dauer die ersten 
sichtbaren Strahlenwirkungen, indem es im Vergleich zu den nicht bestrahl- 
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ten Kontrollen zunachst opaleszierte und sich anschliefend triibte. Dieser 
Effekt war ohne besondere Behandlung sichtbar. Nach Réntgenbestrahlun- 
gen wurde der zuniachst nicht sichtbare Strahleneffekt auf das Euglobulin 
nach dem in [30], S. 308—309 beschriebenen Verfahren durch einstiindiges 
Erwarmen auf 56°C ,entwickelt“7. In ungeschiitztem Euglobulin der iib- 
lichen Konzentration waren nach solcher Nachbehandlung im Durchschnitt 
der Versuche nach Réntgenbestrahlungen von 100 Minuten Dauer die ersten 
Strahlenwirkungen in Gestalt von Opaleszenz und nachfolgender Triibung 
zu erkennen. 


Wiahrend der Réntgenbestrahlungen in regelmafigen Zeitintervallen 
durchgefiihrte Jodtitrationen ergaben folgendes Resultat: Cystein, SH- 
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Abb. 3. Vergleich des Verhaltens der reduzierenden Eigenschaften bei Réntgen- 
bestrahlung in Gemischen von Euglobulin mit m/300 GSH, m/300 o-MTG, m/300 
Cystein, m/300 Thioglykolsaure. 

Vertikale = Jodverbrauch fiir 2cm? Gemisch. Sonst Zeichenerklirung und Einzel- 
heiten wie zu Abb. 2. 


Glutathion, Thioglykolséure und a-Monothioglycerin in reinen Lésungen 
und in Gemischen mit Euglobulin verloren unter der Einwirkung von Rént- 
genstrahlen ihre Fahigkeit, mit Jod zu reagieren. Die vier SH-Verbindun- 
gen biiten zugleich damit auch ihre mit der NPN-Reaktion nachweisbaren 
SH-Gruppen und ihre Fahigkeit, das Euglobulin gegen Réntgenstrahlen 
zu schiitzen, ein. 

Ich verzichte auf die bildliche Darstellung von einzelnen besonders 
charakteristischen Rénigenversuchen und begniige mich damit, in Abb. 3 
eine ahnliche Zusammenstellung aus den Réntgenversuchen zu geben wie 
in Abb. 2 fiir die UV-Versuche. Die stets in gleicher Weise applizierte 
Roéntgenstrahlung wirkte langsamer auf das Euglobulin als die UV-Strah- 
lung in der anderen Versuchsserie. Das ist wohl der Grund dafiir, da® alle 


7 Zur Begriindung dieser Methode s. aufer den Darlegungen in [30] auch die 
Arbeiten von A. Fernau [31—37]. 
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untersuchten Schutzstoffe in m/100 Konzentrationen selbst unter 9- bis 
10stiindigem Einwirken der Réntgenstrahlen ihr Reaktionsvermégen mit 
Jod nicht so vollstandig verloren, wie das in den UV-Versuchen der Fall 
war. Damit war eine Beurteilung eventueller Zusammenhange zwischen 
reduzierenden und schiitzenden Eigenschaften aus Versuchen mit m/100 
Schutzstoffen schlecht méglich. Um sicher urteilen zu kénnen, wurde eine 
zweite Versuchsserie mit Réntgenbestrahlungen von m/300 Schutzstoffen 
durchgefiihrt. Die wesentlichen Befunde dieser Reihe von Versuchen sind in 
Abb. 3 zusammengestellt. Auch in die Abb. 3 sind nur die Kurven Ib aus 
besonders charakteristischen Versuchen aufgenommen worden. Die Kurven 
der verschiedenen Schutzstoffe lagen so dicht beieinander, daf aus Griinden 
der Ubersichtlichkeit in Abb. 3 die Vertikale in doppeltem Mafstab gezeich- 
net worden ist wie in Abb. 2. 

Bei der bekannten Verschiedenheit der physikalischen Primarwirkungen 
von UV und Réntgenstrahlen war vollige Gleichheit der Resultate nicht zu 
erwarten. Vergleicht man Abb. 3 mit Abb. 2, dann muff man feststellen, dal 
bei geringfiigigen Abweichungen (so besonders in der Reihenfolge, in wel- 
cher die schiitzenden ‘Krafte der Substanzen erlahmten, s. die Pfeile unter 
den Horizontalen) die Ahnlichkeiten in beiden Abbildungen recht weit 
gehen: Als Beispiele seien hervorgehoben, da die Kurven der Jodwerte 
von Cystein in beiden Abbildungen am schnellsten abfallen und in relativ 
scharfen Bégen in die Endwerte ausschwingen, waihrend GSH, Thioglykol- 
sdure und a-Monothioglycerin ihr Jodbindungsvermégen langsamer ver- 
lieren, wodurch die entsprechenden Kurven in sanfteren Bogen in die End- 
werte ausschwingen. Im Hinblick auf das Wesentliche finden sich also in 
beiden Abbildungen mehr Ahnlichkeiten als Verschiedenheiten. 


Auswertung der Versuchsergebnisse 


In [30] ist auf S. 297—298 iiber Versuche berichtet worden, in welchen 
Cystein, Serin und Alanin beziiglich ihres Einflusses auf UV-Bestrahlung 
von Euglobulin verglichen wurden. Diese Versuche haben gezeigt, daB die 
SH-Gruppe im Molekiil des Cysteins wesentlich, wenn nicht gar entschei- 
dend ist fiir sein Funktionieren als Schutzstoff gegen UV: Unter gleichen 
Bedingungen konnte nur Cystein das Euglobulin gegen UV-Bestrahlungen 
schiitzen, Serin und Alanin dagegen nicht. 

In einer anderen Reihe von bisher nicht veréffentlichten Versuchen wur- 
den a-Monothioglycerin und Glycerin hinsichtlich ihrer Schutzméglichkeiten 
verglichen, mit dem Ergebnis, daf Glycerin dem Euglobulin iiberhaupt kei- 
nen Schutz gegen UV-Bestrahlung bieten konnte (nicht einmal eine gering- 
fiigige Verzégerung der UV-Wirkung war im Vergleich zu den zusatzfreien 
Kontrollen festzustellen). Das a- MTG dagegen schiitzte. Beide Stoffe unter- 
scheiden sich nur dadurch, daf das Monothioglycerin in a-Stellung eine 
SH-Gruppe an Stelle der OH-Gruppe tragt. Demnach geniigt also offenbar 
die Anwesenheit dieser SH-Gruppe, um das a-MTG zu einem Schutzstoff 
werden zu lassen, und das a-MTG schiitzt das in den vorliegenden Ver- 
suchen verwendete Euglobulin, auch ohne im Besitz einer NH,-Gruppe zu 
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sein. Das gleichzeitige Nebeneinander von SH-Gruppe und NH,-Gruppe, 
das Bacq und Mitarbeiter [S—11] sowie Langendorff und Mitarbeiter 
64, 67] nach ihren Versuchen an Kleinsaéiugern als wesentlich fiir das 
Zustandekommen der Schutzwirkung des Cysteins und seiner Verwandten 
ansahen, ist also fiir die Erzielung eines Schutzeffektes auf Euglobulin gegen 
UV nicht notwendig. Unsere Befunde, daf Thioglykolsiure Euglobulin 
gegen UV und Réntgenstrahlen schiitzt, zeigen ebenfalls, da es nicht er- 
forderlich ist, da zur SH-Gruppe noch eine NH,-Gruppe hinzukommen 
mu, um einer SH-Verbindung Schutzstoffeigenschaften zu verleihen. Diese 
Feststellung kann natiirlich nur fiir unser Objekt, das Euglobulin, gemacht 
werden. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit machen wahrscheinlich, daf die 
Schutzstoffeigenschaften des Cysteins von seinem Reduktionsvermégen ab- 
hangen, welches seinerseits durch den Besitz der SH-Gruppe bedingt ist. 
Bei den Bestrahlungen mit UV oder mit Réntgenstrahlen liegen die oxyda- 
tiven Wirkungen beider Strahlenarten im Widerstreit mit den reduzieren- 
den Eigenschaften des Cysteins. Unter der Einwirkung der Strahlen schwin- 
den SH-Gruppen und reduzierende Eigenschaften, und nach deren Ver- 
schwinden kann das Bestrahlungsprodukt nicht mehr gegen Strahlenwir- 
kungen schiitzen. 


Bei der Verwandtschaft von Cystein und SH-Glutathion war kaum zu 
erwarten, daf GSH sich grundsitzlich anders verhalten wiirde als Cystein, 
und die Versuche, welche der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen, haben 
diese Erwartung bestiatigt. Thioglykolsaiure zeigte ahnliche Verhaltnisse wie 
Cystein und GSH. Die Fahigkeiten dieser drei SH-Verbindungen, Euglobu- 
lin gegen UV und Réntgenstrahlen zu schiitzen, hingen wohl weitgehend 
von ihren reduzierenden Eigenschaften ab. Man darf aber wohl nicht nach 
den an Cystein, GSH und Thioglykolat erhobenen Befunden ahnliche Zu- 
sammenhiange bei allen SH-Kérpern fiir wahrscheinlich halten. Vor solcher 
Verallgemeinerung warnen die Ergebnisse aus den Versuchen mit UV- 
Bestrahlung von a-Monothioglycerin. Daf fiir die Schutzkraft des a-MTG 
wiederum die SH-Gruppe wesentlich ist, haben die bereits erwahnten Ver- 
suche gezeigt, in welchen a-MTG und einfaches Glycerin verglichen wurden 
und in welchen das Glycerin nicht schiitzte, wahrend das a-MTG schiitzte. 
Die Schuizkraft des a-MTG hangt aber nicht in demselben Grade von sei- 
nen reduzierenden Eigenschaften ab wie bei GSH, Cystein und Thioglykol- 
sdure, denn diese drei SH-Verbindungen héren erst auf zu schiitzen, na c h- 
dem die SH-Gruppen und die Fahigkeit, Jod zu reduzieren, durch die Strah- 
len bis zur Grenze des Méglichen verandert sind, das a-MTG dagegen ver- 
liert seine gegen UV schiitzende Kraft bereits lange vor dem vélligen Ver- 
lust seiner SH-Gruppe und seiner reduzierenden Eigenschaften. In Ver- 
suchen mit Réntgenbestrahlungen hat sich das a-MTG ganz ahnlich ver- 
halten wie die anderen drei SH-Verbindungen, es verlor namlich wie diese 
seine Schuizkraft erst, nachdem es seine SH-Gruppe und sein Reduktions- 
vermogen fiir Jod eingebiiRt hatte (s. Abb. 3). 


Ahnliche Versuche wie diejenigen, iiber welche in der vorliegenden 
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Arbeit berichtet worden ist, habe ich auch mit Ascorbinsaure, Natriumsulfit 
(Na,SO,), Thioharnstoff und Allylthioharnstoff angestellt. Mit drei weiteren 
Substanzen, von welchen ich in [30] berichtet habe, daf sie Euglobulin gegen 
Strahlen schiitzen (namlich NaNO,, NaN, und Rutin), waren entsprechende 
Versuche nicht méglich, weil sie durch Titration mit Jod nicht bestimmt 
werden konnten. Man kann, wie die Literatur ausweist, Ascorbinsaure, 
Na,SO, und die beiden Thioharnstoffe in reinen Lésungen mit Jod titrieren. 
Bestrahlungen mit UV und mit Réntgenstrahlen ergaben fiir Zusammen- 
hinge zwischen Jodbindungsvermégen und Schuizvermégen andere Ver- 
hiltnisse als in den Versuchen mit den vier SH-Verbindungen. Ich bin 
nicht Chemiker, sondern Zoologe und méchte mich mit der Feststellung 
dieser Tatsachen begniigen, ohne zu ihren chemischen Ursachen Stellung 
zu nehmen. 


Zusammenfassung 


Der Abbau der reduzierenden Eigenschaften der Strahlenschutzstoffe 
Cystein, SH-Glutathion, Thioglykolat und a-Monothioglycerin in reinen 
Lésungen und in Gemischen mit Euglobulin unter dem Einwirken von ultra- 
violettem Licht und von Réntgenstrahlen wird mittels direkter Jodtitratio- 
nen (Starke als Indikator) bis zum Erliegen der Schutzstoffeigenschaften 
und dariiber hinaus verfolgt. 

Die Ergebnisse der Versuche mit Cystein, SH-Glutathion und Thio- 
glykolat machen es wahrscheinlich, daf bei diesen drei Verbindungen ein 
ursdchlicher Zusammenhang zwischen reduzierenden Eigenschaften und 
Schutzstoffeigenschaften besteht. 


Den Herren Prof. Dr. P. Wels, Dr. F. Markwardt, Dipl.-Chem. H. 
Dalibor und Apotheker H. D. Schlabitz vom Pharmakologischen 
Institut sowie Herrn Doz. Dr. G. Henseke vom Institut fiir Organische 
Chemie der Universitat Greifswald danke ich fiir fordernde Diskussionen. 


Fraulein Gerda Rahmel]! danke ich fiir technische Assistenz. 
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Modellversuche zur Beeinflussung der Diffusion 
eines Fluorochroms als Anzeiger 
des Wasserwegs in pflanzlichen Kapillaren 


Von 
Theodor ButterfaB 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Miinster in Westfalen 


Mit 6 Textabbildungen 


(Eingegangen am 9. April 1956) 


Seitdem Strugger (1938a, 1938b, 1939 a, 1939b, 1940a) die hervor- 
ragende Eignung der Fluoreszenzmikroskopie fiir Fragen des faszikularen 
und extrafaszikularen Wasserstroms in pflanzlichen Geweben entdeckt hat, 
ist sie dazu mehrfach herangezogen worden, so von Rouschal und 
Strugger (1940), Rouschal (1941), Ziegenspeck (1945, 1950, 1952), 
Hiilsbruch (1945), Steubing (1949), Bauer (1953), Pohl (1954), 
Strugger und Buiterfa® (1955). Bei Wahl eines geeigneten Farb- 
stoffs kann man diesen mit Recht als Anzeiger fiir einen méglichen Wasser- 
strom heranziehen. Bei der Untersuchung von extrafaszikuliren Wasser- 
strémen kénnen sich aber die Grenzen der Methode stérend bemerkbar 
machen und miissen beriicksichtigt werden. 

Weil alle pflanzlichen Gewebe Wasser enthalten und in einem fortwah- 
renden Austausch mit ihrer Nachbarschaft stehen, kann man nur nach 
gréBeren Wasserverschiebungen fragen. Der Durchtritt von Fluorochro- 
men mit der ungefahr zehnfachen Teilchengréfe des Wassers bildet nun aus 
methodischen Griinden ganz zufallig den Mafstab fiir ,,viel* oder ,,wenig“* 
Wasser, obwohl viele kleinere Poren sogar mehr Wasser durchlassen kénn- 
ten als wenige gréfere. Der Einstrom von Wasser in eine Zelle erfolgt unter 
keinen Umstanden durch gréfere Poren, sonst gabe es kein Permeabilitats- 
problem. Weil Farbstoff- und Wasserpermeabilitat in diesen kleinen Dimen- 
sionen nichts miteinander zu tun haben, ist die Untersuchung ,,bevorzugte 
Zellwand- oder Plasmawegsamkeit fiir Wasser“ nur indirekt méglich. 
Die wichtigste Voraussetzung dafiir ist der unmittelbare Nachweis des 
méglichen Wasserwegs (Strugger ab 1938). 


Wo gréfere kompakie Wasserstréme vorhanden sind, wird eine elektro- 
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statische Hemmung des Farbstoffs durch geeignete Wahl eines solchen ver- 
mieden. Ein unaufléslicher Zwiespalt liegt aber darin, da der Farbstoff 
nicht adsorbiert werden darf, das Wasser jedoch, dessen Weg er anzeigen 
soll, teilweise als Quellungswasser ohne den Indikator gebunden und ver- 
schoben wird. Der betrachtliche Teil des pflanzlichen Wassers, der infolge 
elektrostatischer und osmotischer Krafte im gequollenen Gel festgehalten 
wird, kann sich namlich innerhalb der Solvathiillen, wohin der Farbstoff 
gar nicht gelangt, leicht verschieben und steht in dauerndem Austausch mit 
dem Wasser der Umgebung. 

Mit der Verkleinerung der Fluorochrommolekiile kénnten zwar feinere 
Poren nachgewiesen werden; gleichzeitig wiirde aber die Parallelitat von 
Farbstoff- und Wasserbewegung herabgesetzt, denn das Substrat wirkt 
dann zunehmend auf den Farbstoff ein, vor allem iiber seine Gegenionen. 
Wenn auch die optimale Teilchengréfe nach unten noch nicht erreicht ist, 
stehen wir letzten Endes doch vor einer grundsatzlichen Schranke des 
Indikatorverfahrens, die nicht allein in der Gréfe der Farbstoffmolekiile 
begriindet ist. 


AnlaBlich von Untersuchungen iiber Wasseraufnahme durch oberirdische 
Pflanzenorgane hat sich die Frage ergeben, ob es nicht in ganz bestimmten 
Fallen méglich ist, fiir Farbstoff unwegsame Stellen in natiirlichen Gelen 
(impriagnierte Zellwande) fiir ihn wegsam zu machen, um beim Gelingen 
zu schlieBen, daft sie vorher wenigstens fiir Wasser durchlassig gewesen sein 
miissen. Dabei wird vorausgesetzt, dai durch einen solchen Eingriff nur die 
Wegsamkeit fiir Farbstoff auf Grund vorhandener Poren gesteigert wird 
und keine neuen Offnungen entstehen. 


Dieses Ziel konnte in einem konkreten Fall sofort erreicht werden, in- 
dem der Farbstofflésung Salze zugefiigt wurden. Uber deren zweckmaRige 
Auswahl und Konzentration war aber zunachst nichts bekannt. Insbesondere 
war nicht im voraus zu sagen, ob Quellung oder Entquellung des Gels die 
Wegsamkeit fiir Farbstoff erhéhen wiirde. Modellversuche zu dieser Frage 
muBten eine Messung zulassen und durften nicht nur wie in der Pflanze 
die beiden Urteile ,,durchlassig* und ,nicht durchlassig* erlauben. Solche 
Modellversuche sind das Ziel der vorliegenden Arbeit. Uber die praktische 
Anwendbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse auf Pflanzen ist noch kein 
sicheres Urteil méglich (vgl. Butterfa& 1956). 

Die Versuche sollen ermitteln, wie man die Wegsamkeit eines Gelatine- 
gels fiir Farbstofflésung durch Zusatze von Stoffen zu dieser Liésung (nicht 
zum Gel, weil das in Pflanzen auch nicht méglich ist) steigern kann. Die 
Beschleunigung der Diffusion gegeniiber einer Kontrolle wird zum MaB der 
Porenerweiterung fiir den Farbstoff gemacht. 


Voruntersuchungen 
a) Der Farbstoff und seine Eigenschaften 


In den vorwiegend negativ geladenen Zellwanden kann nur ein negativ 
geladener Farbstoff in Frage kommen, vor allem das von Strugger 
27* 
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(1939 b) erstmals und seitdem 6fter in der Botanik angewandte oxypyren- 
trisulfosaure Natrium (in dieser Arbeit kurz Oxypyrentrisulfonat ge- 
nannt), das nur sehr wenig adsorbiert wird, molekulardispers ist und aufer- 
ordentlich stark fluoresziert. Die fiir die Botanik wichtigen Eigenschaften 
haben Strugger (1940a), Ziegenspeck (1945) und Perner (1950) 
untersucht. 


Es war notig, diesen Farbstoff einer erneuten Elektrophorese zu unter- 
werfen, weil bei der friiher in der Botanik iiblichen Methode eine sehr 
starke pH-Verschiebung auftritt (vgl. auch K6l bel 1948), die falsche Er- 
gebnisse hervorrufen kann. Aufierdem ist inzwischen eine wichtige Arbeit 
iiber das Dissoziationsverhalten angeregter Molekiile erschienen (F6rster 
1950), die u. a. gerade von Oxypyrentrisulfonat handelt, in mancher Be- 
ziehung von unserer bisherigen Ansicht abweicht und deshalb kurz refe- 
riert werden muf. 


Die Sulfonylgruppen sind im iiberwiegenden Teil der pH-Skala disso- 
ziiert. In den Spektren beobachiet man praktisch nur den Zustand der 
Oxygruppe, die oberhalb des Umschlagpunktes dissoziiert ist und unter- 
halb nicht. Die verschiedene Lage von Absorptions- und Fluoreszenz- 
umschlag (nahe am Neutralpunkt bzw. um pH =0) wird so erklart: Die 
Anregung begiinstigt die Dissoziation, so daf sich dann der Umschlagpunkt 
auf der pH-Skala nach unten bewegt. 


Priift man den Farbstoff mit der sehr vereinfachten Anordnung fiir 
Papierelektrophorese, die in unserem Institut in Gebrauch ist und etwa 
der Einrichtung nach Heyer (1953; wiedergegeben bei Linskens 1955) 
entspricht, so zeigt sich in der Tat, da der Farbstoff auch in einnormaler 
Salzsiure streng anodisch wandert und also nicht entladen wird. 


Die verwendete Elektrophorese-Einrichtung la&t den pH-Wert ausreichend kon- 
stant bleiben. Da nur qualitative Schliisse gezogen werden sollen, stért die pH-Ab- 
hangigkeit der Zelluloseladung (K 61 bel 1948) nicht. 


b) Eigenschaften der Gelatine 


Hauptbestandteil der Gelatine ist das Glutin, ein Eiweifkérper, der so- 
wohl freie Amino- als auch Carboxylgruppen enthialt, die teilweise ioni- 
siert sind; das Neutralmolekiil spielt fast keine Rolle. Das Eiweif verhialt 
sich also etwa wie eine Aminosaure: Im sauren Gebiet liegt ein Ion der 
Form NH,+RCOOH, um den isoelektrischen Punkt (IEP) ein solches der 
Form NH,+*RCOO-, also ein Zwitterion, und im alkalischeren Gebiet ein 
Ion der Form NH,RCOO- vor. Zusatzlich tragen noch die Peptidgruppen 
merklich zum kolloidchemischen Verhalten der Proteine bei (Kiintzel 
1944). 

Der isoelektrische Punkt (IEP) von Gelatine liegt bei oder 
etwas unterhalb von pH —5, wie die Zusammenstellungen von Pauli und 
Valk6 (1929, 1933), Kiintzel (1944) und Grassmann und Trupke 
(1951) zeigen. Bei grundsatzlich anderer Herstellung kann das Produkt 
einen anderen IEP haben (Briefer 1929, Kiintzel 1944). Er verschiebt 
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sich auferdem je nach Art und Konzentration anwesender Fremdionen. 
Neuere Arbeiten (Pouradier und Roman 1950, Pouradier, Ro- 
man und Venet 1950, Pouradier und Abribat 1950) sprechen fiir 
eine bemerkenswerte Einheitlichkeit der Gelatine. Aber auch wenn Gela- 
tine kein einheitlicher Eiweifkérper ist (Kiintzel 1944), so kann 
sie dennoch niemals zwei isoelektrische Punkte haben (Kiintzel 1929, 
1944). Trotzdem wurden fiir manche Eigenschaften, z. B. die Quellung, 
immer wieder zwei ausgezeichnete Punkte auf der pH-Skala gefunden, von 
denen bei der Besprechung der Diffusionsversuche noch die Rede sein 
wird. 

Eine isoelektrische Zone im strengen Sinn tritt dann auf, wenn 
der Bereich der Zwitterionen ziemlich breit ist. Bei Gelatine braucht man 
nicht von einer isoelektrischen Zone zu sprechen. 


Wird reine Gelatine in Wasser gelést, so werden von den Carboxyl- 
gruppen mehr Wasserstoffionen abgespalten als an die Aminogruppe an- 
gelagert; die Lésung reagiert deshalb sauer. Der dann gemessene pH-Wert 
ist nicht der IEP, denn auf den Molekiilen sind die negativen Ladungen 
im Uberschufi. Erst durch Zusatz weiterer Wasserstoffionen wird die Ioni- 
sierung der Aminogruppe begiinstigt und die der Carboxylgruppe zuriick- 
gedrangt und so der IEP erreicht. Der in einem System aus Gelatine und 
Wasser gemessene pH-Wert liegt also zwischen Neutralpunkt und IEP 
und wird in dieser Arbeit der ,Eigen-pH-Wert* des Systems genannt. 
5%ige Gelatine hatte z. B. einen Eigen-pH-Wert von 5,1. Die Genauigkeit 
einer solchen Angabe ist aber gering. Erstens ist es nicht sicher, ob der 
pH-Wert im erstarrten Zustand derselbe ist wie bei der Messung (30°C, 
Glaselektrode), und zweitens vermindert sich mit steigender Gelatinekon- 
zentration die Konzentration des Wassers und andert sich damit sein Dis- 
soziationsgrad. 

Lésungen, die iiber reine Gelatinegele geschichtet werden, erleiden pH- 
Verschiebungen auf den Eigen-pH-Wert des Gels hin. Uber Gelatine, die 
selbst auf bestimmte pH-Werte eingestellt und mit Puffern desselben pH- 
Wertes iiberschichtet wird, geht die Verschiebung vom IEP weg:; von 
einem Eigen-pH-Wert kann man ja hier nicht mehr reden. 

Von den zahlreichen Méglichkeiten der Bestimmung des IEP 
kommen fiir die Anwendung auf Pflanzen vor allem kolorimetrische Ver- 
fahren in Betracht, wie sie von Loeb (1922), Thomas und Kelly (1922), 
Robbins (1924, 1926), Naylor (1926), Pischinger (1926, 1927), Dra- 
wert (1937, 1938) und Strugger (1940b) ausgearbeitet und weiterent- 
wickelt worden sind. Wo aber, wie fast immer in Pflanzen, der pH-Werit 
des zu untersuchenden Stoffs nur von aufen her zu beeinflussen ist, liefern 
diese Verfahren, wie z. B. Zeiger (1930) und Schwantes (1952) ge- 
funden haben, nur Relativwerte. 

Um die Zuverlassigkeit kolorimetrischer Verfahren im Modell nachzu- 
priifen, wurde aschefreie Gelatine (Nr. 2402/205 der Deutschen Gelatine- 
Fabriken Géppingen) mit 96%igem Alkohol titriert; im Minimum der 
Léslichkeit liegt der IEP. Fiihrt man diese Titration, die sehr genau még- 
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lich ist, in verschieden konzentrierten Pufferreihen aus und extrapoliert aus 
den graphisch erhaltenen, verschiedenen IEP-Werten auf unendliche Puffer- 
verdiinnung, dann erhalt man den isoionischen Punkt (Sérensen, Lin- 
derstrém-Lang und Lund 1927), den Punkt also, wo der Ampholyt 
Wasserstoffionen weder aufnimmt noch abgibt (IIP). Er hangt nicht mehr 
von Fremdionen ab und lag bei der untersuchten Gelatine etwa_ bei 
pH = 4,95. 

Einzelheiten werden in der im Botanischen Institut Miinster vorliegenden Dis- 
sertation beschrieben. 


Pufferung der Gelatine: Seon 6 (a ee 
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Farblisungz) sehr schlecht gut 
Abb. 1. Fehlerquellen der IEP-Bestimmung mit einem Farbstoffpaar. 


In Essigsiure-Acetat-Puffer mit 0,01 mol. Acetat wurde der IEP bei pH = 4.68 
gefunden, in Phosphatpuffern dagegen: 0,01 mol. bei pH = 4,81; 0,0025 mol. bei 
pH = 4,89; 0,0005 mol. bei pH = 4,93. 

Damit ist es méglich geworden, eine Kontrolle der Farbstoffpaarmethode 
vorzunehmen. 

Die Versuchsbedingungen waren méglichst dieselben wie bei Schwa n- 
tes (1952): In 0,05%ige Saurefuchsinlésung und 0,05%ige Toluidinblau- 
lésung (Drawert 1937) in abgestuften 1/150 mol. Phosphatpuffern wur- 
den Objekttrager mit Tropfen erstarrter 20%iger Gelatine gestelli. Nach 
2 Std. wurde 2 Std. lang mit reinen Puffern ausgewaschen. Das Ergebnis 
war ein IEP“ um pH =4, also viel zu tief. Mehrstiindiges Vorbaden in 
reinem Puffer anderte daran nichts Wesentliches. Die Methode: mit einem 
Farbstoffpaar gibt also auch bei unbelebten Objekten nicht die richtigen 
Werte an. Loeb (1922), Thomas und Kelly (1922), Pischinger (1927) 
und Drawert (1937) kamen zu recht zutreffenden Ergebnissen, weil sie 
von vornherein auch den pH-Wert des Gels verandert haben, was aber im 
Pflanzenversuch nicht méglich ist. 
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Schwantes (1952) hatte fiir Gelatine mit der eben erwahnten Me- 
thode einen ,,.JEP“ bei pH =3,5 gefunden, weil namlich der pH-Wert der 
Auftenlésung auf diese Weise in der Gelatine nicht erreicht werden kann. 
Die Gelatine ist ein starker Puffer, der auf den pH =5,1 (Eigen-pH-Wert) 
eingestellt ist; nur eine Pufferlésung dieses pH-Werts wird von der Gela- 
tine nicht veraindert. Alle anderen pH-Werte von Pufferlésungen werden 
in Richtung auf diesen Wert verschoben, von der sauren Seite her sehr 
stark, weil die Phosphatpufferung dort sehr schlecht ist, von der alkalischen 
Seite her weniger stark oder fast nicht, weil sie um pH =7 ein Optimum 
hat. In eigenen Versuchen hatte Gelatine, die 10% ig in 0,05 mol. Phosphat- 
HCl-Puffer von pH =3,5 aufgelést worden war, den pH = 4,95. Diese Tat- 
sache ist dem Schema zugrunde gelegt worden (Abb. 1). 


Man kénnte also z. B. einen JEP“ um pH =3,5 finden, der einem 
Innen-pH-Wert der Gelatine von 4,95 entspricht; dieser Innen-pH-Wert 
kénnte sogar oberhalb des wahren IEP liegen, wie es im Schema an- 
genommen worden ist, weil die Gelatine anfangs nicht die Reaktion des 
IEP, sondern den héheren Eigen-pH-Wert aufweist. Die pH-Konstanz 
einer 10%igen Gelatine ist so vielmals gréfer als die eines verdiinnten 
Phosphatpuffers in seinem schlechtesten Pufferbereich (im IEP der Gela- 
tine ist der ,,Puffer* iiberhaupt nur verdiinntes primares Phosphat), daf 


von einer wirksamen Pufferung durch das Phosphat nicht die Rede sein 
kann. 


Fiir die folgenden Versuche ist also wichtig: Der IEP liegt bei 
der verwendeten Gelatine etwas unterhalb von pH =5; Salze beeinflussen 


seine Lage. Der ausgezeichnete Punkt, auf den die Gelatine gepuffert ist, 
ist nicht der IEP, sondern der Eigen-pH-Wert. Gelatine la8t sich durch 
Phosphatpuffer nur sehr beschrankt in ihrem pH-Wert beeinflussen, wenn 
der Puffer dem Gel von auffen her geboten wird. Die Pufferung durch 
Phosphat ist gerade im Bereich des IEP der Gelatine besonders schlecht. 


Die Diffusionsmethodik 


Ein simultaner Diffusionsversuch umfa8te hiéchstens 120 Glasréhrchen (einseitig 
geschlossen, 90mm lang, 12mm weit, Wandstirke 1mm), von denen je zehn die- 
selbe Nummer trugen und einen Miitelwert ergeben sollten. Die benétigte Menge 
Gelatine (aschefreie Gelatine Nr. 2405/205 der Deutschen Gelatine-Fabriken Gép- 
pingen) wurde abgewogen, mit dem Neunfachen an dest. Wasser versetzt, 1 Std. 
lang vorgequollen und dann 1 Std. lang auf dem Wasserbad erwarmt. Das ver- 
dunstete Wasser wurde ersetzt. Unter 6fterem Umriihren wurden je etwa 3 ml der 
nunmehr ganz klaren, 10%igen Gelatine in die Réhrchen gefiillt und bei Zimmer- 
temperatur erstarren gelassen. Nach dem Erkalten wurden die Réhrchen verkorkt 
und in zufalliger Reihenfolge angeordnet. Dann wurden aus dest. Wasser’ die 
(maximal) zwélferlei zu iiberschichtenden Lésungen bereitet, die alle 0.1% Oxy- 
pyrentrisulfonat und, auer der Kontrolle, Zusatze enthielten. 


2 Std. nach dem Verkorken begann in Abstianden von je 30 Sek. die Uberschich- 
tung der Gelatine mit 4m] jeweils der Lésung, der die Nummer des Réhrchens ent- 
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sprach. Nach genau 1 Std. waren also alle 120 Réhrchen in der Reihenfolge der zu- 
falligen Anordnung gefiillt. 

Nun wurde die Diffusionsweite in Abstainden von wieder je 30 Sek. im UV-Licht 
mit Hilfe eines Horizontalmikroskops an der aéufersten Farbfront auf 0,1 mm genau 
abgelesen, beginnend mit dem ersten Réhrchen, das vor genau 1 Std. iiberschichtet 
worden war. Die Messung geschah so: Einstellen der Farbfront auf die Mitte des 
Okularmikrometers, Ablesen aufen am 
Nonius; Einstellen auf den Gelatine- 
meniskus, Ablesen aufen am Nonius; 
— Notieren jeder Ablesung, nicht jedoch 
der Nummer des Roéhrchens. Nach lin- 
gerer Ubung gelingt dies alles in 30 Sek. 

Jeder Versuch ist auf diese Weise 
nach genau 1 Std. abgelesen worden. 
Psychologische Momente waren ausge- 
schaltet, denn nach dem Erkalten wa- 
ren die Beschriftungen der Réhrchen 
nach hinten gedreht worden; erst nach 
Beendigung des ganzen Versuchs wur- 
den die Nummern der Réhrchen in der 
abgelesenen Reihenfolge ins Protokoll 
eingetragen und die Diffusionsweiten 
ausgerechnet. Die Art der iiberschich- 
teten Lésung war also beim Ablesen 
nicht bekannt. Durch die zufallige An- 
ordnung glichen sich auch kleine Tem- 
peraturschwankungen (+0,5°C) oder 

Ci NO3BrSCNJ SQ andere von der Zeit abhangige Ein- 

0,1n als Kaliumsalze fliisse (Altern des Gels) aus. Weil die 

Diffusionsweite aber dennoch etwas 

Abb. 2. Die relative Beeinflussung der schwankte, wurden meist zehn Rdéhr- 

Diffusion von Oxypyrentrisulfonat chen als Kontrolle mitgefiihrt und die 

durch Anionen. Ergebnisse darauf bezogen. Unter- 

schiede in den Diffusionsstrecken unter 

méglichst gleichen Bedingungen zu verschiedener Zeit iiberstiegen 2% der jeweiligen 

Kontrolle nur sehr selten und blieben damit weit unter den durch die systemati- 

schen Einfliisse hervorgerufenen Anderungen. Der mittlere Fehler einer simultanen 
Versuchsreihe iiberstieg 0,5% nie. 
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Diese Art der Versuchsanstellung hat den Vorteil, mit einfachsten Mitteln 
einigermafen gleichzeitig gewonnene und deshalb gut vergleichbare Ergebnisse fiir 
einen kurzen Zeitraum zu liefern. 

Bei zehn Parallelversuchen waren Mehrfachablesungen eines Versuchs unndtig, 
denn die Ablesegenauigkeit iiberstieg die Versuchsgenauigkeit wesentlich. 

Wo es angebracht war, wurden die Ergebnisse auf gesicherte Unterschiede (mit 
mehr als 95% Wahrscheinlichkeit) gepriift. Wegen der Berechnung sei auf die Lehr- 
biicher der Statistik verwiesen. 


Die Diffusionsversuche 


In den untersuchten Konzentrationen steigerten samtliche Salze die 
Diffusionsgeschwindigkeit von Oxypyrentrisulfonat, die ohne Zusatz bei 
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pH =5,5 etwa 1,6mm in der ersten Stunde betrug, in verschiedenem Maf 
Abb. 2—4). Die einwertigen Anionen (Abb. 2) steigerten in der Reihen- 
folge 


Ct-<E~,.  <aee FE 
Die aquivalente Sulfatwirkung entsprach der des Rhodanids. 


Kationen (Abb. 3) steigerten die Diffusion des Farbstoffs in der 
Reihenfolge: 
On: Lit, Nat, NH,+, K+ Nur die Wirkung der Endglieder war gesichert 
(Lit < K+). verschieden. 
0,3 n: Lit << Nat, K+, NH,+. Die Wirkung von Lit war gegen die aller an- 
deren Ionen gesichert verschieden. 
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Abb. 3. Die relative Beeinflussung der Diffusion von Oxypyrentrisulfonat durch 
Kationen. 


Mg++ und Ca++ entsprachen in beiden Fallen etwa dem Lit; der pH-Wert 
lag nur wenig tiefer. 


Aus Abb. 4 ist zu entnehmen, welchen Einflu8 der pH- Wert auf die 
Diffusionsstrecke hat. Die Minima bei pH =5 und pH =7 sind als solche 
gesichert. 

Wie weitere Versuche, die hier nicht wiedergegeben werden sollen, ge- 
zeigt haben, dominiert der Einflu& des pH-Werts so sehr, daf es im Rahmen 
der Versuchsgenauigkeit gleichgiiltig ist, ob in Puffergemischen das Phos- 
phat (wie es iiblich ist) oder das Kalium konstant gehalten wird. Auch der 
Salzgehalt von Leitungswasser (Abdampfriickstand 0,06%) spielt keine 
Rolle gegeniiber dem veranderten pH-Wert, denn saéuert man eine Farb- 
stofflésung in Leitungswasser an, bis sie den pH-Wert einer Liésung in 
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Abb. 4. Oben: Die absoluten Diffusionsstrecken von Oxypyrenirisulfonat in 

0,05 mol. Phosphat-HCl-Puffern. Unten: Die relative Beeinflussung der Diffusion 

von Oxypyrentrisulfonat durch Leiter und Nichtleiter verschiedener Konzentration. 

(Die starke Acetatwirkung ist teilweise nur eine Folge des durch Hydrolyse be- 
dingten hohen pH-Werts.) 
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dest. Wasser angenommen hat, so vermindert sich die Diffusionsstrecke 
genau auf den Wert der Lésung in dest. Wasser. 

Viele Autoren, z. B. Pauli und Valk6o (1929), Brauner (1930), 
Hartel (1950a, 1950b, 1951) und Frey-Wyssling (1953) berichteten, 


daft sich die Wirkung von Ionen- 
reihen auf bestimmte Eigenschaf- 
ten von Ampholyten auf beiden 
Seiten des IEP umgekehrt ver- 
halt. Um nachzupriifen, ob auch 
hinsichtlich der Diffusionssteige- 
rung eine solche Inversion ein- 
tritt, wurde das Salztripel LiCl, 
KCl und KJ in 0,in Lésungen 
und 0,05mol. Phosphatpuffern 
vergleichend diffundieren gelas- 
sen (Abb. 5, 6). Von einer Um- 
kehr ist nicht die Rede (vgl. aber 
Besprechung!). 

Anelektrolyte entfalten 
eine den Salzen ahnliche, schwa- 
chere Wirkung (Abb 4); unter 
den gepriiften Stoffen macht 
lediglich Athanol eine Ausnahme 
und verhalt sich indifferent. Glu- 
cose lat bei hoher Konzentration 
keine Steigerung mehr erkennen. 
(Uber 0.5 mol. Glucose hemmt so- 
gar, wie Vorversuche ergeben 
haben; so hohe Konzentrationen 
wurden nicht weiter gepriift.) 

Die mitgeteilten Ergebnisse mit 
organischen Stoffen lassen sich nicht 
verallgemeinern. So erfolgte in Vor- 
versuchen beim Zusatz von Netz- 
mitteln schon in starker Verdiinnung 
eine Hemmung. Dasselbe haben 
Bromberg und Malzeva (1950) 
bei Igeponzusatz gefunden. Weil es 
in dieser Arbeit nur auf eine Stei- 
gerung ankam, wurde die Hemmung 
nicht weiter verfolgt. 
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Abb. 5. Die absoluten Diffusionsstrecken 

von Oxypyrenirisulfonat bei Zusatz von 

0.in Salzen zu 0,05mol. Phosphat-HCl- 
Puffern verschiedener pH-Siufen. 


Besprechung der Diffusionsversuche mit Zusatzen 


Bestatigt wurden die Befunde von Mommsen (1926), Pischinger 
(1927), Drawert (1937) und Bromberg und Malzeva (1950), daf 
ein negativ geladener Farbstoff im sauren Bereich langsamer diffundiert als 
im alkalischen, wenn man von den unphysiologischen. Extremen absieht. 
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Nach herkémmlicher Ansicht ist dafiir die verschieden starke Adsorption 
durch das umgeladene Gel verantwortlich. In gleicher Richtung, wenn auch 
schwiicher, wirkt die wachsende Ionenstirke der aquimolaren Puffer- 
mischungen. Dariiber hinaus treten aber, wie aus dem Schaubild hervor- 
geht, zwei Maxima und zwei Minima in der Nahe von pH =5 und pH =7 
auf. Aus ahnlichen Extremen in Quellungskurven wurde in der Literatur 
wiederholt auf einen zweiten IEP geschlossen. K iintzel (1929, 1944) zeigte 
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Abb. 6. Wie Abb. 5, aber relative Diffusionsstrecken, bezogen auf reinen Puffer 
ohne Salzzusatz. 
































aber iiberzeugend, daf kein Stoff zwei isoelektrische Punkte haben kann, 
und nahm an, daf{ man eine Ursache in der Gelatine gesucht habe, die tai- 
sichlich in der Dissoziation der dreibasigen Phosphorsiaure liege. Entgegen 
dieser Ansicht traten nach Rudsit (1930; von K tint zel 1944 nicht zitiert) 
die beiden ausgezeichneten Punkte der Quellung auch dann auf, wenn der 
gewiinschte pH-Wert nur mit HCl und NaOH eingestellt worden war. R ud- 
sit (1930) kam in Ubereinstimmung mit seinen Versuchen zur theoretischen 
Méglichkeit mehrerer Extreme der Gelatinequellung im mittleren pH-Ge- 
biet, wozu er weder die Dissoziation der Phosphorséure noch den IEP 
brauchte; vor allem sprach er nicht von einem zweiten IEP. Wenn auch 
nicht alle Annahmen Rudsits stichhaltig sein mégen und er vor allem 
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den Salzgehalt seiner Gelatinesorten nicht in Betracht gezogen hat, so 
kénnen doch kaum alle diese Sorten so viel Phosphat enthalten haben, da 
man daraus die eigenartigen Kurven deuten kénnte. 

Drawert (1937) fand keinen unmittelbaren Zusammenhang der Dif- 
fusionsgeschwindigkeit mit der Quellung; trotzdem kénnen sich dieselben 
Einfliisse, welche die Quellungskurven zustande bringen, auch hier bemerk- 
bar machen. Die Quellungskurven Rudsits (1930) ahneln in ihrem Cha- 
rakter so sehr dem hier mitgeteilten Schaubild der pH-Abhangigkeit (Abb. 4), 
da man einen inneren Zusammenhang wohl annehmen darf. Daf eine 
starke Schwankung auch ohne die Mitwirkung eines IEP zustande kommen 
kann, scheinen die zweiten Extreme in der Nahe des Neutralpunkts anzu- 
deuten. Anderseits kann die Anderung des pH-Werts in der Gelatine nur 
gering sein. Das Intervall zwischen pH =5 und pH=7 der Lésung ist 
also in der Gelatine viel kleiner. Wahrend der erste Punkt dort tatsachlich 
um pH —5 liegt (schlechte Pufferung der AuRenlésung!), kann der zweite 
nur wenig héher liegen. Es muff spateren Untersuchungen vorbehalten 
bleiben, wie nahe die beiden Punkte in der Gelatine beisammen liegen und 
ob sie vielleicht dem IEP und dem Eigen-pH-Wert entsprechen kénnen. 
In den Bereich der ersten Schwankung fallen IEP, IIP, Eigen-pH-Wert, 
schlechteste Pufferwirkung der Phosphate und schlieflich noch ein Quel- 
lungsminimum, das Rudsit (1930) ohne alle diese Punkte zu deuten 
versuchte. Angesichts dieser Kompliziertheit kann noch nichts Genaueres 
ausgesagt werden. 

Ein Zusatz von Phosphat zur Gelatine bis zum Erreichen einer ganz 
bestimmten Reaktion wurde unterlassen; erstens kann man auch in Pflan- 
zen nicht so vorgehen, und zweitens ware die Phosphat-HCl-Konzentration 
sehr hoch geworden. 

Daf die Kationenwirkung in den angewandten Konzenirationen der 
Adsorptionsreihe folgt (Abb. 3), spricht fiir eine Steigerung der Farbstoff- 
diffusion durch relative Entquellung. Bei Koniferennadeln hat Eisenzop f 
(1952) im vierstiindigen Versuch fiir die Wasseraufnahme die umge- 
kehrie Reihenfolge gefunden. Das legt den Gedanken nahe, daft erhéhte 
Farbstoff- mit herabgesetzter Wasserwegsamkeit verbunden sein kénnte. 
Wiirde demnach Quellung die Durdhlassigkeit fiir Wasser steigern, so 
wiirden sich die freien Porenquerschnitte fiir Lésungen verkleinern; Stoffe, 
die nicht in die Solvathiillen eindringen kénnen, waren gehemmt. Aller- 
dings scheinen die Anionen die Farbstoffdiffusion ebenso wie die Wasser- 
aufnahme zu steigern. Vielleicht macht sich hier der Ladungssinn der Farb- 
stoffionen oder die Salzkonzentration geltend. Vergleiche mit den Arbeiten 
von Hirtel (1947, 1950a, 1950 b, 1951) und Eisenzopf (1952) sind nur 
bedingt zulassig, weil vor allem Hartel z. T. ganz andere Konzentrationen 
verwendete. 

Da die Salzwirkung auf ein Kolloid schon an sich sehr komplex ist (vgl. 
Kiintzel 1944) und im vorliegenden Fall die Diffusion selbst geladener 
Teilchen in dieses Kolloid hinzukommt, ist eine befriedigende Deutung vor- 
erst nicht méglich. 
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Die relative Steigerung der drei gepriiften Salze in Abhangigkeit vom 
pH-Wert geht durch ein Minimum (Abb. 6). Wie es zu diesem Minimum 
und insbesondere bei LiCl sogar zu einer Hemmung gegeniiber der Puffer- 
kontrolle kommen kann, ist noch nicht bekannt. Eingangs wurde gezeigt, 
wie schwer es ist, den pH-Wert eines Gelatinegels von auffen her zu ver- 
iaindern. Wahrscheinlich entspricht auf Abb. 6 das Minimum dem Eigen-pH- 
Wert, und der IEP wird iiberhaupt nicht unterschritten, auch bei einem 
Lésungs-pH von 3,5 nicht; es ware dann verstindlich, warum sich die Ionen- 
reihen nicht umkehren, was man sonst eigentlich erwarten sollte. Das Mini- 
mum wird ohnehin auf Abb. 6 nur qualitativ erfaft; um seine genaue Lage 
zu ermitteln, waren die Abstande der pH-Stufen stark zu verkleinern. 

Erstaunlich ist bei allen Versuchen mit variablem pH-Wert, daf sich 
trotz der geringen Beeinflu&barkeit der Gelatine die Diffusionsstrecken der- 
artig steil andern. 

Auch die Versuche mit Nichtelektrolyten kénnen vorerst nicht erklart 
werden. Friedman (1930a, 1930b) und Friedman und Shearer 
(1934) erhielten den vorliegenden recht ahnliche Ergebnisse bei der Beein- 
flussung der Diffusion von Harnstoff durch Glycerin, Glucose u. a. in 
Gelatine- und Agargelen. Bei einer zukiinftigen Deutung muf beriicksichtigt 
werden, daft polare Stoffe, ionisiert oder nicht, die Quellung stark férdern 
kénnen (Katz 1933, Kohler 1936) und z. B. dabei schon beim Rhodanid 
nach Katz (1933) der loneneinflu® zuriicktritt, Goubarew und 
Moiseenko (1936) fanden eine pH-abhangige Bindung von Glucose an 
Eiweif. 

Vielleicht werden analoge Versuche mit einem positiv geladenen Farb- 
stoff weitere Aufklarung bringen. 


Zusammenfassung 


1. Fluorochrome wie auch Hellfeldfarbstoffe sind auf die Untersuchung 
des Wasserwegs in sehr engen pflanzlichen Kapillaren deswegen nur be- 
grenzt anwendbar, weil die Farbstoffmolekiile sehr gro sind und physi- 
kalisch-chemische Eigenheiten gegeniiber dem Wasser besitzen. Es ist grund- 
satzlich ausgeschlossen, mit diesem Verfahren Wasserstrémungen durch 
Plasmamembranen hindurch nachzuweisen. 

2. Die Wegsamkeit eines Gelgeriists fiir Farbstoff kann erhéht werden, 
wenn man der Lésung Salze oder Anelektrolyte beimengt. GesetzmafRigkeiten 
dieser Beeinflussung wurden am Gelatinemodell studiert. Dabei diente die 
beschleunigte Farbstoffdiffusion in ein Gelatinegel als Mafstab der Er- 
weiterung des freien Porenquerschnitis; so ergaben sich Zahlenwerte fiir 
den Einflu& der Zusatze auf die Durchlassigkeit fiir Farbstoff. 

3. Ein geeigneter Farbstoff ist das Fluorochrom Oxypyrentrisulfonat. 
Es ist bei allen physiologischen pH-Werten stark negativ geladen. Das Zu- 
standekommen von Absorptions- und Fluoreszenzumschlag und ihr Zu- 
sammenhang mit der Dissoziation der Oxygruppe wurden an Hand der 
Literatur diskutiert. 

4, Als Voraussetzung zu den Modellversuchen wurde gezeigt, wie man 
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den isoelektrischen Punkt (IEP) der Gelatine bestimmen kann, welche Fehler 
dabei unterlaufen kénnen, welcher Zusammenhang zwischen dem IEP und 
dem Eigen-pH-Wert besteht (dem pH-Wert, den ein System aus Wasser 
und Gelatine besitzt) und welche Rolle diese Punkte spielen. 


5. Die Diffusionsstrecken von Oxypyrentrisulfonat in ein 10%iges Ge- 
latinegel kénnen durch die héchstens 0,3 molar angewandien Zusitze zur 
Farbstofflésung gesteigert werden. Anionen und Kationen folgen dabei 
den Adsorptionsreihen; die Diffusionsstrecke des Farbstoffs steigt also durch 
relative Entquellung. Harnstoff, Glucose und Glycerin steigern die Dif- 
fusionsgeschwindigkeit weniger stark als Salze; Athanol verhalt sich indif- 
ferent. 

6. Mit steigendem pH-Wert der Farbstofflésung steigen auch die Dif- 
fusionsstrecken. Sie sind bei pH =8 etwa 2,5mal so gro wie bei pH —2. 
Um pH=5 und pH=7 der Lésung liegen zwei Schwankungsbereiche, 
deren Bedeutung und wahre Lage innerhalb der Gelatine vorerst nur ver- 
mutet werden kénnen. 

7. Auch der Einflu& des pH-Werts auf die Steigerung der Diffusion 
durch Salze wurde untersucht. Eine Umkehr der Reihen unterhalb des IEP 
der Gelatine war zwar nicht festzustellen; es ist aber fraglich, ob der IEP 
innerhalb der Gelatine tatsachlich unterschritten werden konnte. Die Stei- 
gerung der Salze gegeniiber dem jeweiligen Puffer ist im sauren Bereich 
besonders groft, erreicht unterhalb des Neutralpunkts ein Minimum und 
steigt dann wieder an. Im Minimum hemmt ein Zusatz von 0,1n LiCl zu 
0,05 mol. Phosphatpuffer die Diffusion gegeniiber dem reinen Puffer, wah- 
rend KCl und besonders K J noch steigern. 

8. Die Anwendung von Salzzusatzen, um enge pflanzliche Kapillar- 
systeme fiir Farbstofflésung noch eben durchliassig zu machen und so auf 
ihre vorherige Wegsamkeit fiir Wasser zu schliefen, bildet den Inhalt einer 
weiteren Veréffentlichung. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. S. Strugger, danke 
ich herzlich fiir sein Interesse an der Arbeit. 

Den Deutschen Gelatine-Fabriken Géppingen danke ich fiir die asche- 
freie Gelatine. 
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Anmerkung bei der Korrektur: 


Hiilsbruch nimmt im eben erschienenen III. Band des Ruhlandschen 
Handbuchs der Pflanzenphysiologie auf Seite 524 daran Anstof, da Fluorochrome 
auch heute noch zur Untersuchung des Wasserweges herangezogen werden, obwohl 
Hiilsbruch (1945) in Wurzeln gefunden hatte, da sich Berberinsulfat auch 
entgegen einer Wasserstrémung ausbreiten kénne. .Die zum Beweis der erwei- 
terten Kohisionstheorie entscheidenden Versuche Struggers ... sind mit 
Berberinsulfat ausgefiihrt und fallen somit ebenfalls unter diese Kritik.“ 

Es ist der Autorin entgangen, da® Strugger schon 1939b das Oxy- 
pyrentrisulfonat als viel besser geeigneten Farbstoff eingefiihrt hat, um die 
Wegsamkeit der Zellwande nachzuweisen, und daB dieser Farbstoff seither 6éfter 
dazu benutzt worden ist. Es ist nicht gerechtfertigt, die mit dem weniger ge- 
eigneten Farbstoff durchgefiihrten Versuche als die entscheidenden anzusehen und 
die iibrigen iiberhaupt nicht zu erwaéhnen. Wenn auch in der vorliegenden Arbeii 
vor der kritiklosen Anwendung der Fluoroskopie gewarnt wird, so bleibt die 
Methode doch weiterhin fiir die Untersuchung méglicher Wasserwege, auch im 
Parenchym, ein wertvolles Hilfsmittel. 


Anschrift des Verfassers: Dr. Theodor Butterfa&, Miinster/Westf., SchloR- 
garten 3, Botanisches Institut der Universitat. 
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Haberlandt (1894a, 1894b, 1895, 1897, 1924) faffte die Keulenhaare 
von Phaseolus coccineus L. (= Ph. multiflorus Willd.) als Wasserdriisen auf 
und nahm an, daff sie auch umgekehrt Wasser aktiv aufsaugen kénnten. 
Wiahrend nach anfanglicher Ablehnung (Nestler 1896, Spanjer 1898, 
Burgerstein 1904) schlieBlich allgemein anerkannt wurde, daf es sich 
tatsichlich um Wasserdriisen handelt (Nestler 1899a, 1899b, Le- 
peschkin 1906, 1923, Borchert 1910, Burgerstein 1920, Fentzke 
1920), ist die aktive Wasserabsorption nie bewiesen, dagegen von Bur ger- 
stein (1904) und Krause (1935) abgestritten worden. 

Die Stielzelle der Keulenhaare von Vicia faba und Phaseolus coccineus 
ist in Form eines breiten Rings stark verdickt und kutinisiert (Abb. 3). 
Vielfach abgewandelt sind ahnlich gelagerte, verstarkte Kutinisierungen 
anscheinend bei allen Driisenhaaren héherer Pflanzen vorhanden (N et o- 
litzky 1932). Ihre Funktion ist unbekannt. Haberlandt (1894a, 1894b, 
1895, 1897, 1924) hielt diesen Ring bei Phaseolus fiir eine Versteifung, 
Ziegenspeck (1945) dagegen in Analogie zum Casparyschen Streifen 
der Endodermis fiir eine Sperre in der Wand, die den Weg des Wasser- 
stroms hier unterbricht und durch das Plasma zwingt. Durch diesen Ring 
kénnen namlich Fluorochrome gewoéhnlich nicht durchireten. Ziegen- 
speck (1952) lie aber offen, ob in Endodermen nicht doch noch eine Durch- 
lassigkeit wenigstens fiir Wasser vorhanden sein kénnie. 

In der vorliegenden Arbeit wird nach der vermuteten Wasserwegsamkeit 
der impragnierten Stelle von Keulenhaaren gesucht. Zuerst werden verschie- 
dene Fluorochrome erprobt; dann wird den geeigneten Farbstofflésungen 
ein Salz beigemengt, um durch die Quellungsanderung der Kapillaren eine 
erhéhte Wegsamkeit fiir Farbstoff zu erreichen. Dabei wird vorausgeseizt, 

28* 
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da durch einen solchen Eingriff nur die Wegsamkeit fiir Farbstoff auf 
Grund vorhandener Kapillaren gesteigert wird und keine neuen Poren ent- 
stehen. Gesetzmafigkeiten dieser Beeinflussung wurden in einer besonderen 
Arbeit am Modell studiert (Butterfa& 1956). Falls der Durchtritt von 
Farbstoff gelingt, so konnten die nur etwa ein Zehntel so groRen Wasser- 
molekiile sicherlich schon vorher durchtreten; die Wand ware somit fiir 
Wasser auch an der kutinisierten Stelle wegsam. 


Zunichst miissen einige Angaben iiber die Eigenschaften der zu verwen- 
denden Farbstoffe gemacht werden. 


Voruntersuchungen 


Die in unserem Institut gebraiuchliche Anordnung zur Papierelektrophorese von 
Farbstoffen entspricht ungefihr derjenigen nach He yer (1953) und wurde fiir den 
vorliegenden Zweck modifiziert (Abb. 1). Der Haupteinwand K é6lbels (1948), da& 

sich bei verschiedenen pH-Wer- 
rh + ten auch die elektrischen Eigen- 
: 7 schaften der Zellulose andern 
| und deshalb keine quantitative 
Auswertung erlaubt sei, ein 
Einwand, der ebenso gegen dic 
hier benutzte wie die von 
K6lbel (1948) abgelehnte An- 
ordnung erhoben werden kann, 
ist grundsiatzlich richtig. Mit 
der nétigen Kritik sind aber 
relativ-quantitative Aussagen 
durchaus méglich. 

Die auf Abb. 1 erkenn- 
baren vier gleichzeitig einge- 
legten Papierstreifen (Chroma- 
tographiepapier Nr. 2043 b von 
Schleicher & Schiill, Faserrich- 
tung quer) waren je 35cm breit 

und 20cm lang, wovon 10cm 

{ F frei durch eine feuchte Kam- 

mer gespannt waren. Die mitt- 

lere der 20 X 10 X 5 cm grofen 

Abb. 1. Die benutzte Anordnung zur Papier- Schalen  enthielt _ Leitungs- 

elektrophorese. wasser, die beiden auferen je 

500ml 1/75mol. Phosphat- 

HCl-Puffer. Die in denselben Puffern 0,01%ig angesetzten Farbstoffe wurden in der 

Mitte der pufferfeuchten, zwischen Filterpapier kurz abgepreftten Streifen auf- 

getragen. Die Feldstirke betrug 10—15 V/cm (bei pH = 7, etwa 1,5mA Stromstiarke 
pro Streifen und 220 V Klemmenspannung) und die Laufzeit 1 Std. 






























































Die Methode der Diffusion verschiedener Farbstoffe in 10%ige Gelatine war 
sinngemaf dieselbe, wie von Butter fa8& (1956) beschrieben. Es kam aber infolge 
der ohnehin schlechten Vergleichbarkeit der Ergebnisse (verschiedene Fluoreszenz- 
intensitét und -farbe) nur auf offenkundige Unterschiede an; dementsprechend 
wurde das Verfahren vereinfacht. 
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Beim Vergleich zwischen sechs verschiedenen Pyrensulfonaten 
(Oxypyrentrisulfonat, Dioxypyrendisulfonat, Aminopyrentrisulfonat, Ace- 
tylaminopyrentrisulfonat, Methylaminopyrentrisulfonat, {Butylsulfonat|- 
aminopyrentrisulfonat, alle als Natriumsalze) diffundierte das ebenfalls 
streng anionische Acetylaminopyrentrisulfonat als einziger Farbstoff deut- 
lich schneller als das seit Strugger (1939) 6fter benutzte Oxypyrentri- 
sulfonat. Leider fluoresziert es viel schwacher und mit blauer Farbe, so 
daB nur mit UV-Licht angeregt werden kann. 

Natriumfluorescein galt bisher als anionischer Farbstoff 1. Seine 
Eigenschaften fallen aber ziemlich aus der Reihe heraus. Nachdem F 6 r- 
ster (1951) einige Angaben iiber das Dissoziationsverhalten gemacht hat. 
war eine erneute Elektrophorese mit verbesserter Methodik zweckmafig. 
Jeder Punkt der Abb. 2 (ausgezogene Kurve) ist ein Mittelwert aus zwei 
bis drei Versuchen, wobei der Abstand der Mitte des auf dem Papier wan- 
dernden Farbstoffstreifens von der Auftragstelle nach 1 Std. gemessen 
wurde. Die zahlreichen Punkte um pH =3, die sich teilweise sogar genau 
decken, stammen von Natriumfluorescein Merck und Bayer und Kalium- 
fluorescein Bayer. Die Salze wandern also gleich. Mit steigendem pH-Wert 
nimmt die Wanderung stark zu. Bei gleichbleibender Molaritat des Puffers 
wiachst aber auch die lonenstirke mit steigendem pH-Wert stark an, so- 
bald sekundires Phosphat in nennenswerter Menge in den Puffergemischen 
enthalten ist: wegen der héheren Leitfahigkeit steigt dann die Wanderungs- 
geschwindigkeit. Auch Oxypyrentrisulfonat (Abb. 2, gestrichelte Kurve) 
weist oberhalb von pH =6 einen deutlichen Anstieg auf, vor allem aus dem 
genannten Grund. Unterhalb von pH = 6 erhalt man fiir Oxypyrentrisulfo- 
nat eine gerade Linie bis mindestens gegen pH = 1—1.5 (vgl. Forster 
1950) und kann deshalb auch fiir Alkalifluorescein nur in diesem Gebiet 
Aufschliisse aus Abb. 2 entnehmen. 

Nach Forster (1951) iiberwiegt bei Fluorescein in alkalischer bis neu- 
traler Lésung das zweiwertige Anion und in stark saurer Lésung das Kat- 
ion. Dazwischen haben das einwertige Anion und das Neutralmolekiil nur 
kleinere Existenzbereiche auf der pH-Skala*. Es ist offenkundig, da min- 
destens das Neutralmolekiil noch in den physiologischen Bereich fallt. Wo 
namlich die Kurve des Oxypyrentrisulfonats noch waagrecht verlauft, 
deutet die stark ansteigende Fluoresceinkurve auf ein Gleichgewicht hin 
zwischen mindestens einwertigen Anionen, Neutralmolekiilen und Kationen. 


Die Alkalifluoresceine diirfen also nicht mehr schlechtweg als anionische 
Farbstoffe bezeichnet werden. Sie sind umladbar und haben also einen 


IEP. 


Scharf (1955) fand den IEP elektrophoretisch in freier Lésung bei 
pH — 3.3—3.8, was wohl richtiger ist als pH =3; fiir genaue [EP-Bestimmungen 
eignet sich die Papierelektrophorese nicht (K 61 be] 1948). Je héher der IEP liegt. 


1 Die Ausdriicke .anionisch” (statt .anodisch”) und .kationisch* (statt .katho- 
disch“) werden hier eingefiihrt, weil sie unmittelbar den Farbstoff selbst bezeich- 
nen und nicht den Pol. zu dem er wandert. 
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desto eher kénnte auch das Kation noch im unteren Teil des physiologischen Be- 
reichs existieren. 


Dieses Ergebnis muf allen Diskussionen iiber die Anwendung des Al- 
kalifluoresceins zugrunde gelegt werden, weil damit die intensive Plasma- 
farbung (“Schumacher 1933, 1936, Déring 1935, Strugger 1938) 
zwanglos erklarbar wird. Strug ger (1938) schrieb: ,, Je saurer die Farb- 
lésung ist, desto rascher adsorbiert der lebende Protoplast den Farbstoff.“ 
Das ist nun beinahe selbstverstandlich geworden. Weitere Eigenschaften 
des Farbstoffs bleiben aber noch zu erklaren. 
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Abb. 2. Die papierelektrophoretische Wanderung von Natrium- und Kalium- 
fluorescein (ausgezogen) und Oxypyrentrisulfonat (gestrichelt). 


Das Diffusionsvermégen des Natriumfluoresceins in Gelatine ist wesent- 
lich héher als das von Oxypyrentrisulfonat (Bauer 1953). 

Die Berberinsulfate Merck Nr. 1815, 1818 und 1817 sind kat- 
ionische Farbstoffe verschiedener Reinheit. Fiir die Ziele der vorliegenden 
Arbeit reicht das Praparat Nr. 1815 aus. Die Diffusionsgesckwindigkeit in 
Gelatine ist. in Ubereinstimmung mit Bauer (1953), wesentlich gréRer als 
die von Oxypyrentrisulfonat: allein deshalb wurde das Fluorochrom hier 
in die engere Auswahl gezogen. Kationische Farbstoffe eignen sich ja 
weniger als Anzeiger fiir einen Wasserstrom, und in Pflanzen breitet sich 
Berberinsulfat tatsachlich oft langsamer aus als Oxypyrentrisulfonat. Von 
aschefreier Gelatine scheint es kaum festgehalten zu werden. 

Rhodamin B Bayer wandert in der vorliegenden Charge schwach 
anodisch. Die Diffusionsgeschwindigkeit in 10%iger Gelatine ist mindestens 
um 40% gréfer als die von Oxypyrentrisulfonat. Bekanntlich ist der Farb- 
stoff lipoidléslich und wird von Gerbstoffen ausgefallt. 


Material und Methode 


Pflanzen von Vicia faba L. und Phaseolus coccineus L. wurden im Gewachshaus 
herangezogen. Als die beiden Fiedern des vierten Blattes von Vicia faba etwa 
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50mm lang waren, wurde dieses Blatt verwendet. Bei Phaseolus coccineus wurden 
sowohl Primir- als auch Folgeblatter untersucht; die Ergebnisse waren grundsatz- 
lich gleich. 

Die Blatter von Vicia faba sind nicht so derb wie die von Phaseolus coccineus 
und versprachen deshalb mehr Erfolg. 

Die Blattoberseite von Vicia faba triigt mehr Keulenhaare als die Unterseite; 
bei Phaseolus ist es umgekehrt. Sie stehen bevorzugt auf den Rippen und am Blatt- 
rand. Das waagrecht liegende Képfchen von Vicia faba (Abb. 3—5) zeigt zur Blatt- 
spitze, ist 55 lang und 40 breit, etwas dorsiventral abgeplattet und besteht aus 
einer Basiszelle, einer Stielzelle und vier Képfchenzellen mit groBen Gerbstoff- 
vakuolen. Die Riffelung der Kutikula 
am Grunde verlauft wie bei allen 
Haaren radial. Die Keulenhaare von 
Phaseolus coccineus sind kleiner und 
etwas anders gebaut (Abb. 12). Bei 
beiden Pflanzen ist die Aufenwand 
der Stielzelle stark verdickt und 
vor allem an der Basis kutinisiert 
(Abb. 3). 

Das zu untersuchende Blatt 
wurde abgeschnitten und an der 
Basis mit ..Viktoria*-Gummilésung 
abgedichtet. Diese hat sich bei kurz- 
fristigen Versuchen ({—2 Std. Dauer) 
besser bewahrt als die herkémmliche 
Kakaobutter, weil sie viel sicherer 
abdichtet und schon nach wenigen 
Sekunden ein Untertauchen des Blatts 
erlaubt. Solange weit genug von der Abb. 3. Ein Keulenhaar von Vicia faba. 
Abdichtungsstelle entfernt beobachtet 
wird, stért weder das fliichtige Lésungsmittel noch die Tatsache, daf sich der Gummi 
mit der Zeit zusammenzieht und das Gewebe einschniirt. 


Die abgedichteten Blatter wurden in Petrischalen in die 0,1%ige Farbstofflésung 
getaucht, zur vollkommenen Benetzung mit einem Stiick Filterpapier bedeckt und 
im Regelfall nach 1 Std. untersucht. Die Farbstofflésungen reicherten sich mit Sal- 
zen aus der Kutikula an, stiegen deshalb im pH-Wert und muften nach wenigen 
Versuchen erneuert werden. Jeder Versuch wurde etwa zehnmal durchgefiihrt; die 
Streuung der Ergebnisse war sehr grof. 

Nach der Entnahme wurde das Blatt in Leitungswasser abgespiilt, vorsichtig 
zwischen Filterpapier abgetrocknet und im Auflicht-Fluoreszenzmikroskop unter- 
sucht. Dies geschah bei schwicheren Vergréferungen in Luft, bei starkeren in 
Paraffinél. 

Optik: GroBes Fluoreszenzmikroskop fiir Auflicht von Zeiss mit der 10-A- 
Bogenlampe. Leica mit Mikas-Aufsatz, Filme 17/10° DIN, Belichtungszeit bei An- 
farbung mit Oxypyrentrisulfonat héchstens 2 Sek. 


Versuche an Vicia faba L. ohne Zusitze 


Nach Eintauchen in 0,1%ige Lésung von Oxypyrentrisulfonat 
in dest. Wasser (Lésungs-pH = 5,6) waren die Zellwande der Keulenhaare 
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gefarbt (Abb. 4 und 3). Die Wand der Stielzelle fluoreszierte im oberen Teil 
sehr stark, die Basiszelle und die sie umgebenden Epidermiszellen dagegen 
in der Regel iiberhaupt nicht. Die Haare beider Blattseiten verhielten sich 
gleich. Als erste Stellen der Epidermis leuchteten die Keulenhaare schon 


Abb. 4. Abb. 5. 
Abb. 4.. Keulenhaare von Vicia faba. Blatt 1 Std. lang in 0.1%ige Lésung von 
Oxypyrentrisulfonat getaucht. Optische Ebene hochgestellt. 440X. 
Abb. 5. Wie Abb. 4, optische Ebene tiefer. 440X. 


nach 10—20 Min. auf. Weitere Orte der Farbstoffaufnahme traten auch nach 
1 Std. noch dagegen zuriick. 


Auf der Blattunterseite konnte durch eine meist sehr kleine Zahl von 
Keulenhaaren Farbstoff in die Epidermisantiklinen eintreten. An diesen 


Abb. 6. Abb. 7. 

Abb. 6. Blattunterseite von Vicia faba. Blatt 1 Std. lang in 0.5%ige Liésung von 
Acetylaminopyrentrisulfonat getaucht. Der Farbstoff ist durch ein Keulenhaar in 
die Epidermisantiklinen eingedrungen. 70X. 

Abb. 7. Wie Abb. 6, weniger weit fortgeschritten. Acetylaminopyrenirisulfonat 
dringt durch die Basis eines Keulenhaars in die Epidermisantiklinen ein. 660X. 


schwach durchlassigen Haaren waren keine Schaden zu erkennen: sie leuch- 
teten selbst schwicher als die undurchlassigen Trichome. 

Wurde die Farbstoffkonzentration auf 0.5% erhdht, so war die Fluores- 
zenz der Keulenhaare zwar etwas starker als in 0.1%iger Lésung: die 
Durchlassigkeit stieg dabei aber nicht an. Nach Anwelken bis zum eben 
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erkennbaren Turgeszenzverlust waren mehr Keulenhaare durchlassig als 
beim Tauchen vollturgeszenter Blatter. 

Das besonders’ diffusible Acetylaminopyrentrisulfonat 
(0.5%ig in dest. Wasser, Lésungs-pH = 4,3) drang durch viele, manchmal 
durch fast alle Keulenhaare der Unterseite in die Epidermisantiklinen ein 
(Abb. 6 und 7). Das Plasma blieb ungefarbt. Die Stielzellen der oberseitigen 
Keulenhaare liefen den Farbstoff nicht durchtreten. 

Natriumfluorescein (Merck Nr. 3992, 0.1%ig in dest. Wasser. 
Ldésungs-pH = 7.6) fairbte das Cytoplasma und die Kerne der Képfchen- 
zellen stark an. Auf der Blattunterseite trat der Farbstoff durch fast alle 
Keulenhaare in die Epidermisantiklinen ein, worauf sich sekundir das 
Plasma farbte. Die Plas- 
ma- und, wo noch vor- 
handen, die Zellwand- 
farbung verschwanden 
scheinbar vollkommen, 
wenn ein Blattstiick auf 
einen Tropfen Paraffin- 
él gelegt wurde und 
sich dieses im Meso- 
phyll ausbreitete. Die 
Epidermis blieb dabei 
unbenetzt. Es war also 
weder zwischen Objekt 
und Objektiv noch, da 
die Beobachtung im Auf- 
licht erfolgte, zwischen Abb. 8. Kristalle von Berberinrhodanid an den Keu- 
Objekt und Lichtquelle lenhaaren der Unterseite von Vicia faba, 70X. 
Paraffinél vorhanden: 
dennoch verschwand die Farbung. AusschlieBlich in dem vorher gefarbten 
Bereich um die Keulenhaare herum fluoreszierten aber alle Chloroplasten 
der SchlieBzellen leuchtend gelb. Eine bestehende Fiarbung ist also mit Aus- 
nahme der Chloroplasten auf optischhem Weg geléscht worden. Eine ahn- 
liche Erscheinung findet man, wenn man den Farbstoff von der Basis her 
aufsteigen laRt, bis die ganze Epidermis fluoresziert. Sie leuchtet dann iiber 
den Interzellularen, vor allem iiber den Atemhéhlen der Oberseite, in so 
streng begrenzter Zone stirker als iiber den Mesophylizellen, da auch 
ohne Infiltration eine teilweise optische Léschung durch das rot fluoreszie- 
rende Mesophyll auf er Zweifel steht. — Aus der Beobachtung gewinnt man 
den Eindruck, daf der Farbstoff aus dem Képfchen streng auf dem Wand- 
weg ins Blatt eindringt: Kerne und Plasma firben sich demnach sekundir. 
Vel. aber Besprechung. 

Der nach 1 Sid. um praktisch alle Keulenhaare der Oberseite vorhan- 
dene Farbhof scheint wenigstens teilweise durch Reflexe der stark fluores- 


zierenden Keulenhaare verursacht zu sein. Bei dem griin fluoreszierenden 
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und allerdings auch weniger diffusiblen Oxypyrentrisulfonat war ein sol- 
ches Bild nie zu beobachien. 

Bei Verwendung von Berberinsulfat (Merck Nr. 1815, 0,1%ig in 
dest. Wasser, Lésungs-pH = 5,2) traten ahnliche Stérungen auf. Es ist un- 
sicher, ob der Farbstoff basal in die Epidermisantiklinen eindringen kann 
oder nicht. 


Beim Aufstieg von 0,1n KSCN mit nachfolgender Uberdeckung durch 
eben noch fliissige 5%ige Gelatine mit Zusatz von 0.1% Berberinsulfat 
(Rouschal und Strugger 1940) bilden sich an den Keulenhaaren Kri- 
stalle von Berberinrhodanid (Abb. 8). Die Haare sind also auch Orte des 
bevorzugten Salzaustritts. 


Abb. 9. Abb. 10. 


Abb. 9. Keulenhaar der Blattunterseite von Vicia faba. Blatt 30 Min. lang in 
0.1%ige Lésung von Rhodamin B getaucht. Das Plasma der beiden distalen Zellen 
fluoresziert starker. 660X. 

Abb. 10. Wie Abb. 9, Hellfeldaufnahme. Die Gerbstoffvakuolen der distalen Zellen 
haben das Rhodamin B besonders stark gespeichert. 600X. 


Einen ahnlichen Versuch hat Fentzke (1920) nach einem Vorschlag von 
Stahl] angestellt, indem er mit Hilfe von Oxalatgelatine in mehrtigigem Ver- 
such den méglichen Calciumaustritt aus den Keulenhaaren von Vicia faba nach- 
wies. 

Der trotz seiner schwach anodischen Wanderung praktisch elektro- 
neutrale, lipophile Farbstoff Rhodamin B (Bayer, 0,1%ige Lésung in 
Leitungswasser, Lésungs-pH = 6,5) ist diffusibler als Oxypyrentrisulfonat 
und wurde deshalb ebenfalls angewandt. Weil er sich mit Gerbstoffen ver- 
bindet, kann man mit starker Speicherung rechnen. 


Rhodamin B farbte allein die Keulenhaare. Selbst die basale Verdickung 
der Stielzelle speicherte den Farbstoff nach 1 Std. immer noch nicht. Das 
Plasma der beiden distalen Képfchenzellen leuchtete schon nach 1 Min., 
wobei meist die eine Zelle der anderen um eine Kleinigkeit voraus war 
(vgl. Weber 1932). Erst nach 3—10 Min. erfaBte die Farbung auch die 
beiden proximalen Képfchenzellen, doch blieb deren Fluoreszenzintensitit 
selbst nach 1 Std. noch deutlich geringer (Abb. 9). 
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Schon ohne sekundire Farbung ist in den Keulenhaaren der extraflora- 
len Nektarien auf der Unterseite der Nebenblatter ein ahnlicher Unter- 
schied zu erkennen: der Anthocyangehalt der proximalen Képfchenzellen 
ist gewohnlich groRer. Vel. Pekarek (1929). 


Die Gerbstoffvakuolen waren nur im Hellfeld erkennbar gefarbt und 
zeigten den Unterschied zwischen proximalen und distalen Zellen sehr 
deutlich (Abb. 10). Obwohl das Plasma schon nach 1 Min. fluoreszierte, 
lie® es im Hellfeld auch nach 30 Min. noch kaum eine Anfarbung erkennen 
(Abb. 10). 


Versuche an Vicia faba mit Salzzusiatzen 


Bei Zusatz von 0,1n oder 0.2n KCl zu Oxypyrentrisulfonat waren 
30—80% aller Keulenhaare durchlassig (Abb. 11). Es ist also eine erhebliche 
Steigerung eingetreten. Statt KCl kénnen auch andere Salze verwendet 
werden; Sulfate sind ungeeignet. Ob die Wirkung zugefiigter lonen ahn- 
lichen Gesetzmafigkeiten folgt wie 
im Gelatineversuch (Butterfak 
1956), war nicht zu erkennen. weil 
die Beobachtungen zu schwer zahlen- 
mafig fafbar sind. Die durchlassigen 
Keulenhaare zeigten keine Schiden 
und vor allem keine Plasmafarbung. 

Keulenhaare der Blattoberseite konn- 
ten nur ausnahmsweise durch Salz- 
zusatz wegsam gemacht werden. 

Acetylaminopyrentrisulfonat mit Abb. 11. Blattunterseite von Vicia 
0.1n KCI drang ebenfalls leichter ein faba. Blatt 1 Std. lang in 0,1 % ige Li- 
sung von Oxypyrentrisulfonat mit 
Zusatz von 0,2n KCl getaucht. Die 
Stielzelle 148t den Farbstoff aus dem 
Képfchen in die Epidermisantiklinen 

In 1/150 mol. Phosphat-HCl-Puf- eindringen. 440X. 
fern farbten sich die Keulenhaare zwi- 
schen pH =3 und pH=7—8 normal an. Bei tieferem pH-Wert traten 
Schaden ein: im alkalischen Bereich war nach 1 Std. nirgends auf den 
Blattern Sekundarfluoreszenz nachweisbar. Die Durchlassigkeit besa um 
pH = 5—6 ein Maximum, das nicht allein auf die Wasserstoffionen zuriick- 
gefiihrt werden kann: die pufferfreien Farbstofflésungen mit demselben 
pH-Wert drangen namlich nicht oder nur ganz wenig ein. Die durdhlassigen 
Keulenhaare leuchteten selbst weniger als die undurchlassigen, weil der 
Stau in den Haaren vermindert war. 


als ohne diesen Zusatz. Die Durch- 
lassigkeit war gréBer als bei Salz- 
zusatz zu Oxypyrenirisulfonat. 


Versuche an Phaseolus coccineus L. 


Am schnellsten farbten sich wieder die Keulenhaare an (Abb. 12), doch 
Jangsamer als bei Vicia faba. Ohne Salzzusatz war eine einwandfreie 
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Durchlissigkeit der Stielzelle wenigstens ausnahmsweise allein fiir Acetyl- 

aminopyrentrisulfonat zu beobachten; sie konnte durch Salzzusatz um eine 
Kleinigkeit gesteigert werden. Fiir 
Oxypyrentrisulfonat bestand nur nach 
Salzzusatz Durchlassigkeit. Natrium- 
fluorescein und Berberinsulfat  er- 
gaben keine klaren Ergebnisse. 

In der Regel farbten Natrium- 
fluorescein und Rhodamin B die bei- 
den nebeneinander liegenden Képf- 
chenzellen sukzedan. Die morpho- 
logisch gleichen Zellen verhielten sich 

Abb. 12. Keulenhaare von der Unter- also ungleich (vgl. Weber 1932). 

seite von Phaseolus coccineus. Blatt Dann breitete sich die Farbung auf 

1 Std. lang in 0,1%ige Liésung von die beiden iibrigen Kopfchenzellen 

Oxypyrentrisulfonat getaucht. 440%. aus, von denen aber die untere in 

1 Std. nur wenig Farbstoff aufnahm. 

Bei Phaseolus ist es nicht gelungen, die basale Durchlissigkeit durch 
Vorwelken zu steigern. 


Besprechung 


Natriumfluorescein und Berberinsulfat eignen sich fiir das Problem viel 
weniger als Oxypyrentrisulfonat. Die Stérungen hangen wohl in erster 
Linie mit den Fluoreszenz- und Absorptionsspektren der Fluorochrome und 
des Chlorophylls zusammen. Eine Analyse der Stérungen kann hier nicht 
unternommen werden. Immerhin scheint Natriumfluorescein als gegeniiber 
dem Oxypyrentrisulfonat héher diffusibler Farbstoff auf dem Wandweg 
durch die Keulenhaare von Vicia faba ins Blatt einzudringen. Die Weg- 
samkeit der Wand kénnte man damit fiir bewiesen halten, wenn das Gegen- 
argument, der Farbstoff sei durch das Plasma eingedrungen und die Plasma- 
fairbung der Stielzelle nur geléscht worden, zu entkraften ware. Das ist 
aber kaum méglich. Versuche mit anderen Fluorochromen dagegen beweisen 
die Wegsamkeit des Basalrings mit gréBerer Sicherheit. 

Wenn auch die Durchlassigkeit fiir Oxypyrentrisulfonat bei Phaseolus 
nur in Ausnahmefallen nachweisbar war. so hat sich doch kein Anhalts- 
punkt fiir qualitativ andere Verhaltnisse als bei Vicia faba finden lassen: 
die Kapillaren sind lediglich enger. Die Blatter von Phaseolus fiihlen sich 
viel derber an. welken langsamer und lassen deshalb auch weniger Wasser 
eintreten. 


Das Oxypyrentrisulfonat als anionischer Farbstoff, der praktisch ganz 
in den Zellwanden bleibt, konnte bei einigen Keulenhaaren von Vicia faba 
eben noch ohne Zusatz durch die Wand der Stielzelle ins Blatt gelangen. 
(Das gilt fiir einstiindige Versuche; langere Zeiten wurden absichtlich auRer 
Betracht gelassen.) Verfiinffachte Farbstoffkonzentration vergréBerte, wie 
erwartet, die Durchlissigkeit nicht wesentlich, weil die Porenweite den Ein- 
tritt beschrankte. Durchlassige Trichome waren weniger stark gefirbt, weil 
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sich der Farbstoff nicht so sehr staute; der Durchtritt durch die Kutikula 
erfolgt also auf dem Képfchen, wo sie nur ganz diinn ist, und nicht an der 
Trichombasis. 

Das Acetylaminopyrentrisulfonat lehrt gegeniiber dem Oxypyrenirisul- 
fonat, da® erhéhtes Diffusionsvermégen, das in der Art des Farbstoffs und 
nicht in seiner Konzentration begriindet liegt, auch erhéhtes Eindringver- 
modgen bedeutet, wenn die sonstigen Eigenschaften der Farbstoffe ahnlich 
sind. 

Die kleinen Farbfleckradien von 0,1—0,5 mm kénnten auch durch reine 
Diffusion erklirt werden und beweisen deshalb nur die Wegsamkeit, nicht 
das Vorliegen einer Massenstrémung von Wasser. 

Sehr merkwiirdig ist, daf die Farbbarkeit der Keulenhaare schon knapp 
oberhalb des Neutralpunkts aufhért. Solange diese Erscheinung nicht zu 
erkliren ist, ware es vergeblich, fiir das Maximum der Durchlassigkeit um 
pH = 5—6 eine Deutung zu suchen. Vergleiche mit den Arbeiten von H ar- 
tel (z. B. 1950) sind aus verschiedenen Griinden nicht méglich. Es ist auch 
nicht sicher, ob die Modellversuche an Gelatine (Butterfaf 1956) fiir 
das vorliegende Problem mehr aussagen kénnen als .Salze steigern die 
Durchlassigkeit fiir Farbstoff*. 

Aus der bewiesenen Wasserwegsamkeit des basalen Rings der Keulen- 
haare folgt aber nicht unbedingt, da der Wandweg fiir Wasser be vor- 
zugt sein miisse. Wenn man namlich die von Lepeschkin (1906) be- 
obachtete starke Wassersekretion der Keulenhzare von Phaseolus in Be- 
tracht zieht (Sekretion des 400fachen Képfchenvolumens durch ein Keulen- 
haar in 24 Std., wobei allerdings die von Nestler [1899 a, 1899 b] so sehr 
betonte starke Hygroskopizitat des ausgeschiedenen Kaliumcarbonats nicht 
beriicksichtigt wurde), so ist ein Hauptwasserweg durch das Plasma troiz 
guter Wegsamkeit der Wand immer noch diskutabel. Die Wassera us- 
scheidung durch die Keulenhaare von Phaseolus wird heute kaum mehr 
bestritten, dagegen lehnte sie Borchert (1910) fiir Vicia faba ab, aus- 
driicklich im Gegensatz zu Phaseolus. Ob man wirklich ein verschiedenes 
Verhalten der beiden Pflanzen in Betracht ziehen muf, laBt sich weder aus 
der Literatur eindeutig erkennen noch mit der fluoroskopischen Methode 
iiberhaupt untersuchen. Beziiglich der Wasseraufnahme wurde in der 
vorliegenden Arbeit aber kein Anhaltspunkt fiir ein grundsiatzlich verschie- 
denes Verhalten beider Pflanzen gefunden. 

Mu man dann aber die Wassersekretion durch das Plasma der Képf- 
chen fiir beide Richtungen gelten lassen? Es ist schwer vorstellbar, daf 
ein polar gebautes Organ mit polar gebauten Zellen seine Funktion um- 
kehrt. Die aktive Wasseraufnahme ist eine unbewiesene Vermutung H a- 
berlandts und wire in der Menge, wie sie Lepeschkin (1906) bei der 
Wasserabgabe beobachtete, véllig sinnlos und unméglich. Krause (1935) 
lehnte die aktive Aufnahme von Wasser durch die Keulenhaare auf Grund 
leider wenig iiberzeugender Experimente ebenfalls ab. 

Andererseits kann die Wand der Basiszelle Wasser nach innen leiten. 
Dieser Vorgang diirfte leicht umkehrbar sein, und es ist nicht ausgeschlos- 
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sen, da auch die Wasserdriisenzellen des Koépfchens, wenn es wirklich 
welche sind, ihr Wasser auf diesem Weg beziehen. Sehr wahrscheinlich geht 
die Wasseraufnahme und Weiterleitung nach innen allein in den Ze11- 
w anden vor sich. Stiitzen dieser Ansicht sind die bewiesene Wegsamkeit 
der Zellwinde fiir Wasser auch in der Stielzelle, die geringe Wahrscheinlich- 
keit der funktionellen Umkehr eines polar gebauten Organs und die minde- 
stens sehr zweifelhafte 6kologische und physiologische Bedeutung einer 
etwaigen Umkehr. Treibende Kraft beim Einstrom von Wasser wire das 
Wasserdefizit des Blatts, dessen Sog sich durch die Wand der Basiszelle zu 
den AuRenwinden des Képfchens als dem Ort des geringsten Filtrations- 
widerstands fortsetzt. Die anatomischen Gegebenheiten erleichtern diese 
Deutung. Die Kutinisierung erstreckt sich namlich vor allem auf die aufe- 
ren Teile des basalen Rings und viel weniger auf seine weiter innen gelege- 
nen Bezirke (Abb. 3). Es ist also nicht nétig, an einen Wasserstrom in einer 
stark inkrustierten Wand zu denken. 


Zusammenfassung 


1. Durch den Basalring der Keulenhaare von Vicia faba drang das rein 
anionische Fluorochrom Oxypyrentrisulfonat im allgemeinen nicht ins Blatt 
ein, wohl aber das ebenfalls rein anionische und im Gelatineversuch schnel- 
ler diffundierende Acetylaminopyrentrisulfonat. 

2. Ein Zusatz von 0,1 n KCl zur Farbstofflésung steigerte die Durdchlassig- 
keit, so da jetzt auch Oxypyrentrisulfonat eindrang; die graduelle Ver- 
schiedenheit der beiden Farbstoffe blieb jedoch erhalten. Bei Phaseolus cocci- 


neus war nur ausnahmsweise Durdhlissigkeit zu erzielen, vor allem bei 
Salzzusatz zu Acetylaminopyrentrisulfonat. Waren Puffersalze anwesend, 
so lag das Optimum der Durdhlassigkeit bei pH = 5—6. 

In Anbetracht der grofen Farbstoffmolekiile wurde geschlossen, daft der 
Basalring unter natiirlichen Bedingungen wenigstens fiir Wasser wegsam 
sein muf. 

3. Die Keulenhaare beider Pflanzen sind bei der Wasseraufnahme ledig- 
lich Orte des geringsten Widerstands; aktive Wasseraufnahme ware mit 
Funktionsumkehr eines polar gebauten Organs verbunden und ist sehr un- 
wahrscheinlich. Die Aufnahme von Wasser diirfte iiber die Zellwande des 
Kopfchens durch die Wand der Stielzelle ins Blatt erfolgen. 

4, Die Keulenhaare von Vicia faba farbten sich aus unbekannten Griin- 
den nur unterhalb von pH — 7-8. 

5. Rhodamin B wurde von den Gerbstoffvakuolen der beiden distalen 
Képfchenzellen von Vicia faba viel starker gespeichert als von denen der 
proximalen. Derselbe Unterschied bestand bei der Fluorochromierung des 
Plasmas. Auch die beiden distalen Képfchenzellen von Vicia faba und Pha- 
seolus coccineus unter sich farbten sich mit Rhodamin B oder Alkalifluo- 
rescein oft verschieden stark an. 

6. Alkalifluorescein enthalt im physiologischen Bereich aufer Anionen 
auch Neutralmolekiile und wahrscheinlich sogar Kationen. Der Befund von 
Scharf (1955) iiber die Existenz eines IEP wurde bestitigt. Dadurch er- 
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klart sich zwanglos die Speicherung des Alkalifluoresceins in pflanzlichen 
Zellen und ihre Abhangigkeit vom pH-Wert (Strugger 1938 a). 

7. Alkalifluorescein und Berberinsulfat eignen sich auch auf Grund ihrer 
gelben Fluoreszenzfarbe nur schlecht fiir die Analyse der oberirdischen 
Wasseraufnahme durch die Keulenhaare. Natriumfluorescein dringt aber mit 
groRer Wahrscheinlichkeit ebenfalls primar durch die W and der Stielzelle 


ins Blatt von Vicia faba ein. 


Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. S. Strugger, danke 
ich herzlich fiir sein Interesse an der Arbeit. 

Den Bayer-Werken in Leverkusen bin ich fiir die Uberlassung der 
Pyrensulfonate sehr dankbar. 
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Anmerkungen bei der Korrektur: 


Neuerdings haben Héfler, Ziegler und Luhan (1956: Protoplasma 46, 
322—366) einen sehr anregenden Beitrag zur Fluorochromierung mit Natrium- 
fluorescein geliefert. Zukiinftige Untersuchungen an Hand der Ergebnisse sowohl 
von Héfler, Ziegler und Luhan als auch der vorliegenden Arbeit (Dis- 
soziationsverhalten, Fluoreszenzléschung) werden weitere Aufschliisse liefern. 

Obwohl Hartel (1956: Protoplasma 46, 301—316) denen der vorliegenden 
Arbeit verwandte Probleme behandelte, sind die Ergebnisse wegen der verschie- 
denen Fragestellung und Methode nicht gut vergleichbar. Beide Arbeiten erganzen 
sich jedoch gut und enthalten keine unvereinbaren Befunde. 


Anschrift des Verfassers: Dr. Theodor ButterfaB&, Miinster/Westf., SchloB- 


garten 3, Botanisches Institut der Universitit. 





Beitrage zur Physiologie der Pigmentbildung 
in belichteten etiolierten Blattern 
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Mit 11 Textabbildungen 
(Eingegangen am 9. April 1956) 


Durch die Arbeit von Strugger (1950) ist das alte Problem der Kon- 
tinuitét der Plastiden von neuem zur Diskussion gestellt und im Sinne 
Schimpers entschieden worden. Die Entwicklung der Chloroplasten ist 
gegenwartig Gegenstand mehrerer Arbeiten im Botanischen Institut der 
Universitat Miinster (BOing 1953, Fasse-Franzisket 1955). Im Zu- 
sammenhang damit befaft sich die eigene Arbeit mit der Bildung der Pla- 
stidenpigmente wahrend der Entwicklung der Chloroplasten und deren Be- 
einflussung durch aufere Faktoren. Die Untersuchungen werden an etiolier- 
ten Blattern durchgefiihrt, weil in diesen bei Belichtung die Entwicklung der 
Plastidenstrukturen in allen Blattregionen nahezu gleichzeitig vor sich geht 
und somit geniigend Material fiir die quantitative Analyse zur Verfiigung 
steht. Zur Pigmentsynthese in etiolierten Blattern bei Belichtung liegt schon 
eine Anzahl quantitativer Arbeiten vor. Hier sind die grundlegenden Unier- 
suchungen von Seybold und Egle (1938) hervorzuheben. Besonders gut 
wurde die Pigmentbildung in Abhangigkeit von der Lichtqualitat untersucht 
(vgl. Rudolf 1934, Simonis 1938, Strott 1938). Lubimenko und 
Hubbenet (1932) studierten den Einflu& der Temperatur auf die Farb- 
stoffsynthese. Es wurde das Gesamtchlorophyll bestimmt, die Carotinoide 
blieben unberiicksichtigt. 

Die eigenen quantitativen Untersuchungen sollen folgende Punkte um- 
fassen, die in der Literatur noch nicht geniigend geklart oder noch gar 
nicht in Angriff genommen worden sind: 

1. Der Einflu& von Lichtintensitét und Temperatur auf die Pigment- 
bildung unter besonderer Beriicksichtigung der Carotinoide. Die Ergebnisse 
sollen zugleich die Einhaltung méglichst optimaler Bedingungen fiir die 
folgenden Versuche erméglichen. 

2. Die Synthese der Farbstoffe bei Einwirkung von Alkaliionen in ab- 
gestuften Konzentrationen auf die Zelle. Hierzu miissen die Salzlésungen 
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durch Infiltration an die Zellen der ergriinenden Gewebe herangebracht wer- 
den. Eine Zufiihrung der Salze durch die Wurzel erlaubt kaum noch Aus- 
sagen dariiber, in welchem Make der untersuchte Stoff wirklich bis in die 
Blattgewebe gelangt. Eine Anregung zu diesen Untersuchungen geht von 
Larz (1942) aus, der bei seinen cytologischen Untersuchungen spezifische 
Einwirkungen von Rubidium und Caesium auf die Plastiden- und Grana- 
teilung festgestellt hat. 

3. Soll das Assimilations- und Atmungsverhalten wahrend des Er- 
griinungsprozesses in Abhiangigkeit von der gebildeten Farbstoffmenge 
untersucht werden. 

Bis heute liegen hier noch keine erschépfenden und befriedigenden Mit- 
teilungen in der Literatur vor. Die Ergebnisse der Arbeiten von Irving 
(1910) und von Blauuw- Jansen, Komen und Thomas (1950) er- 
scheinen auf Grund methodischer Mangel zweifelhaft. Willstatter und 
Stoll (1918) untersuchten nur das Assimilationsverhalten am Ende des 
Pigmentbildungsprozesses. Die Méglichkeit zur Benutzung eines Uras-Ge- 
rates (Seybold 1942, Egle und Ernst 1949, Strugger und Bau- 
meister 1951) gestattet heute eine erfolgreiche Bearbeitung dieses Fragen- 
komplexes. 


I. Methodisches 


Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Pigmentausbildung von physi- 
kalischen Faktoren und der Einwirkung von Alkalisalzen wurde Sommer- 
raps verwendet. Objekte fiir die Assimilationsversuche waren Sommer- 
gerste und Mais. Benutzt wurde nur Hochzuchtsaatgut folgender Sorten: 
Liho-Sommerraps, Isaria-Sommergerste und gelber Badischer Landmais 1. 
Die Anzucht erfolgte in Blumentépfen im Dunkelkeller. Die Temperatur 
im Dunkelraum schwankte wihrend der gesamten Untersuchungen zwischen 
17 und 20°C. Im Verlauf der einzelnen Versuchsreihen war sie praktisch 
konstant. Tagliches Giefen gewahrleistete, daf die Pflanzen keiner Be- 
schrankung der Wasserversorgung unterlagen. Die Luftfeuchtigkeit war in- 
folge des starken Giefens immer sehr hoch. 

Wahrend der Versuche wurde das etiolierte Material in regulierbaren 
Thermostaten mit dem Licht einer wassergekiihlten 500-W-Gliihbirne (Phi- 
lips) bestrahlt. Durch Annahern und Entfernen der Objekte von der Licht- 
quelle kann die Lichtintensitat beliebig zwischen 2000 und 25.000 Lux ge- 
wahlt werden. Geringere Lichtstarken werden durch Zwischenschalten von 
Milchglasscheiben erméglicht. Die Temperatur der Thermostaten schwankt 
um +0,5°C des gewiinschten Wertes. 

Die chromatographische Trennung der Assimilationspigmente erfolgt in 
Anlehnung an die Methode von Wendel (1948, 1950) in der Kartoffel- 
stiarkesiule. Das durchlaufende Carotin wird auf Aluminiumoxyd auf- 
genommen. Um eine Zersetzung der Farbstoffkomponenten im Chromato- 


1 Fiir die Uberlassung des Saatgutes méchte ich auch an dieser Stelle Herrn 
Dr. Eifrig, Leiter der Samenpriifstelle in Miinster i. W., meinen Dank aus- 
sprechen. 
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gramm zu verhindern, wird das Adsorptionsrohr mit einer Manschette ab- 
gedunkelt und nach Entwicklung des Chromatogramms mit Benzin-Benzol- 
Gemischen (das Verhiltnis der beiden schwankt je nach Qualitat der Kar- 
toffelstirke) im wasserfreien CO,-Strom getrocknet. AuBer der Kartoffel- 
stirke (des Lebensmittelhandels) werden nur Mercks Reagenzien p. a. ver- 
wendet. Der zur Elution verwendete Ather war peroxydfrei (Kathen 
1950). 

Die Ermitilung des Farbstoffgehaltes der atherischen Pigmentlésungen 
erfolgte subjektiv photometrisch mit dem Leitz-Photometer Leifo K in Ver- 
bindung mit dem groften, besonders lichtstarken Leitz-Monochromator. 
Anderungen der Lichtintensitat wurden durch einen Spannungskonstant- 
halter (Typ AKB 250 der Firma Klein, Schéngau am Lech) ausgeschaltet. 
Der Monochromator wurde durch Vergleich mit den Spektrallinien einer 
Hg-Hoéchstdruckdampflampe geeicht (W. U yterhoeven 1938). Zur Sicher- 
stellung der Reinheit der chromatographisch gewonnenen Pigmentlésungen 
wurden ihre Absorptionskurven im Bereich des sichtbaren Lichtes bestimmt. 
Die Extinktionskurven stimmen mit den Kurven bei Rabinowitsch 
(1951) voéllig iiberein. Damit ist bewiesen, daf die angewandte chromato- 
graphische Methode reine Farbfraktionen liefert und fiir die quantitative 
Plastidenpigmentanalyse gut geeignet ist. Die Einwainde von Seybold 
(1950) gegen die Methode von Wendel sind nicht gerechtfertigt, zumal 
auch im Chromatogramm niemals Zonen von Zersetzungsprodukten auf- 
traten. 

Zur Messung wurden folgende Wellenlangen benutzt: Chlorophylla 
663 mu. Chlorophyll b 645 my, Carotin 450 mu, Xanthophyll 445 mu. Da fiir 
die Eichung des Photometers keine reinen Praparate der Pigmente zur Ver- 
fiigung standen — von verschiedenen Seiten zugesandte Chlorophyilprapa- 
rate erwiesen sich bei der chromatographischen Uberpriifung als stark ver- 
unreinigt —, wurden die von Rabinowitsch (1951) fiir Chlorophylla 
und b angegebenen mol. (dek.) Extinktionskoeffizienten von Scheile und 
Comar zur rechnerischen Ermittlung einer Eichskala herangezogen. Die 
entsprechenden Werte fiir Carotin und Xanthophyll stammen von 
Kumar Kar (1937). 

Als BezugsgréRe diente bei den Versuchen mit Gerste und Mais die 
Blattflache, bei denen mit Raps das Trockengewicht, da die Rapskeimblatter 
fiir eine Flachenbestimmung zu klein sind. Um die Mefgenauigkeit der 
Pigmentbestimmung durch die aufgezeigte Arbeitsmethode zu ermitteln, 
wurde der Farbstoffgehalt von Blattmaterial, das unter voéllig gleichen 
Bedingungen aufgewachsen war, gleichzeitig dreimal bestimmt. Es ergaben 
sich folgende Mittelwerte (auf 100mg Trockengewicht bezogen) und die 
zugehérigen wahrscheinlichen mittleren Fehler (vgl. Kiister und Thiel 
1947): 


Chlorophylla 0,206 + 0,003mg (+ 1,5%), 
Chlorophyll b 0,087 + 0,0011 mg (+ 1,3%), 
Carotin 0,017 + 0,0009 mg (+ 5,3%), 
Xanthophyll 0,030 + 0,0002 mg (+ 0,7%). 
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II. Der Einflu8 von Lichtintensitét und der Temperatur 
auf die Ausbildung der Plastidenpigmente 


Schon Sachs (1862) erkannte die Bedeutung der Lichtintensitat fiir das 
Ergriinen von etiolierten Maisblattern. Er fand das Optimum bei schwa- 
chen Lichtstiirken. Jedoch ist bis heute der Einflu® der Lichtintensitat noch 
nicht — mit Ausnahme der Arbeit von Sjoeberg (1931) — quantitativ 
untersucht worden. Sjoeberg variierte die Belichtungsdauer und kombi- 
nierte sie mit der Belichtungstarke so, daf die taglich eingestrahlte Energie 
bei allen Versuchen gleich war. Das Maximum der Pigmentbildung lag bei 
taglichen Belichtungszeiten von 9 bis 13 Stunden. Die Aufklarung der Ab- 
hangigkeit der Pigmentausbildung in belichteten etiolierten Blattern von 
der Lichtintensitat erscheint besonders dringend, da in vielen Arbeiten iiber 
das Pigmentbildungsproblem bei unterschiedlichen Lichtintensitaiten ge- 
arbeitet worden ist, so daft die Ergebnisse nicht vergleichbar sind. Oft 
wurde die Starke des angewandten Lichtes nicht einmal festgestellt. 

Sachs (1864) versuchte auch schon die Temperaturabhangigkeit der 
Pigmentsynthese in etiolierten Blattern aufzukliren. Es gelang ihm, das 
Temperaturminimum fiir einige Arten zu bestimmen. In neuerer Zeit fiihr- 
ten Lubimenko und Hubbenet (1932) mit gleicher Fragestellung 
quantitative Untersuchungen durch. Sie bestimmten nur das Gesamtchloro- 
phyll ohne Beriicksichtigung der Carotinoide. Da die Bedeutung der Caro- 
tinoide fiir die Lebensfunktionen der Pflanze heute noch nicht eindeutig ge- 
klart ist, erscheint es wiinschenswert, das physiologische Verhalten der 
gelben Pigmente genau aufzuklaren. Strott (1938) fand bei der normalen 
Anzucht von Roggen und Weizen bei 15 und 30°C nur geringe Unterschiede 
im Blattfarbstoffgehalt. 


a) Methodisches 


Die Versuche wurden mit den abgetrennten Keimblattern von 6 Tage 
alten etiolierten Rapskeimlingen durchgefiihrt, um die Ergebnisse mit den 
Werten der Versuche iiber die Einwirkung der Alkaliionen im nachsten 
Abschnitt vergleichen zu kénnen. Eingehende quantitative Vorversuche 
haben gezeigt, daB in abgeschnittenen Keimblattern die Pigmentbildung nur 
geringfiigig gegeniiber der in den Keimblattern an der unversehrten 
Pflanze verzégert ist. Die Cotyledonen werden mit der Pinzette abgenom- 
men und in eine mit feuchtem Filterpapier ausgelegte Petrischale gebracht. 
In den geschlossenen Petrischalen werden sie nun den jeweils gewiinschten 
Bedingungen im Belichtungsthermostaten ausgesetzt. Die in den Tabellen 
aufgefiihrten Werte sind der Mittelwert von drei Analysen und auf 100 mg 
Trockengewicht bezogen. 


b) Der Einflu&® der Lichtintensitat 


Auf Grund der Ergebnisse von Lubimenko und Hubbenet, die 
289°C als Optimum fiir die Chlorophyllbildung ermitielten, wurde diese 
Temperatur fiir die Versuchsreihe gewahlt. Die Pigmentanalysen erfolgten 
nach 24 und 48 Stunden Belichtungszeit. 
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Nach 24 Stunden Belichtungszeit (Tab. 1, Abb. 1) ist bei allen Lichtinten- 
sitéten von 500 bis 25.000 Lux die gebildete Menge von Chlorophyll a (im 


Tab. 1. Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenpigmente in etiolierten Raps- 
keimblattern von der Lichtintensitét nach 24 Stunden Belichtungszeit. 


Temperatur 28°C. Pigment in mg/100 mg Trockengewicht. 





Lichtintensitat 


x 
in Lux c 








500 0,248 | 0,105 | 0,018 | 0,038 | 241 6,30 
1.000 0,250 | 0,104 | 0,019 | 0,035 | | 1,84 6,56 
3.000 0,266 | 0,115 | 0,023 | 0,042 1,83 5,86 
5.000 0,237 | 0,103 | 0,022 | 0,037 | 1,68 5,76 

10.000 0,248 | 0,106 | 0,021 | 0,038 | | 1,81 6,00 
15.000 0,264 | 0,119 | 0,027 | 0,052 | 2,22 | 1,93 4,97 
20.000 0,258 | 0,116 | 0,032 | 0,063 | 2 | 1,97 | 3,94 
25.000 0,252 | 0,109 | 0,025 | 0,059 | 3 | 236 | 4,30 














| 


folgenden a) gleich. Ebenso sind die Werte fiir das Chlorophyll b (im fol- 
genden b) fiir alle Lichtintensitaten iibereinstimmend, von geringen unregel- 
maRigen Schwankungen der Wert fiir a und b abgesehen. Ein Optimum 
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Abb. 1. Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenpigmente von der Lichtinten- 
sitét in etiolierten Rapskeimblattern nach 24 Stunden Belichtungszeit. Temperatur 
28° C. 


kann nicht festgestellt werden. Das Verhiltnis der griinen Pigmente & ist 


b 
mit einem durchschnittlichen Wert von 2,3 konstant. Im Gegensatz zu den 
Chlorophyllen zeigen die Carotinoide mit zunehmender Lichtintensitat eine 
verstarkte Ausbildung; aber auch bei ihnen ist der Wert bei 500 Lux schon 
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relativ hoch. Er bleibt dann sowohl beim Carotin (im folgenden c) und 


beim Xanthophyll (im folgenden x) bis 10.000 Lux konstant, um dann mit 


Tab. 2. Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenpigmente in etiolierten Raps- 
keimblattern von der Lichtintensitét nach 48 Stunden Belichtungszeit. 


Temperatur 28°C. Pigment in mg/100 mg Trockengewicht. 





Lichtintensitat 
in Lux 


ao, 





500 0,339 0,140 0,022 0,040 
1.000 0,343 0,156 0,027 0,050 
3.000 0,338 0,145 . 0,030 0,056 
5.000 0,330 | 0,125 0,024 0,049 

10.000 0,320 0,135 | 0,027 0,050 

15.000 0,315 0,121 0,027 0,068 

20.000 0,296 0,118 0,029 0,063 

25.000 0,304 0,126 0,030 0,073 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenpigmente in etiolierten Raps- 
keimblattern von der Lichtintensitat nach 48 Stunden Belichtungszeit. Temperatur 
28°C. 


10.000 Lux aufwiarts langsam zugunsten von x (von 1,81: bis 2,36). Sehr 
deutlich ist die Zunahme der Carotinoide bei gleichbleibender Chlorophyll- 


: aye ak a+b. ,; 
menge in der Veranderung des Verhaltnisses me mit steigender Licht- 
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intensitat ausgedriickt (500 Lux: 6,3; 25.000 Lux: 4,3). Nach 48 Stunden 
Belichtungszeit (Tab. 2, Abb. 2) sind in der Ausbildung der einzelnen Pig- 
mente bei den verschiedenen Lichtstarken deutliche Unterschiede vorhanden. 
Fiir die Chlorophylle ist ein Optimum bei etwa 1000 Lux festzustellen. 
Mit steigender Lichtintensitat fallen die Kurven fiir die Chlorophylle lang- 


sam ab. Das Verhiilinis + schwankt um 2,4. Die Carotinoide sind bei hohen 


Lichtintensitaten stark ausgebildet. Der Quotient der griinen und der gelben 


Pigmente me fallt von 8 bei 500 Lux auf 4 bei 23.000 Lux. Interessant 
x 


ist die Ausbildung von Anthocyan bei den untersuchten Lichtintensitaten. 
Bei geringen Lichtstairken, etwa bis 10.000 Lux, war kaum eine Ausbildung 
des roten Farbstoffes festzustellen. Erst bei Lichtintensitaten iiber 10.000 Lux 
setzte die Anthocyanbildung ein, die besonders bei 20.000 und 23.000 Lux 
nach 48 Stunden sehr stark war. Eine erhebliche Anthocyanbildung 


bei starker Belichtung fanden auch Kuilman (1930) und andere 
Autoren. 


c) Die Abhangigkeit der Plastidenfarbstoffausbildung 
von der Temperatur 

Beim Studium der Temperaturabhangigkeit betrug die Lichtintensitat 

10.000 Lux, weil bei diesem Wert die Chlorophyllbildung gegeniiber dem 

Optimum kaum vermindert ist, wahrend die Ausbildung der Carotinoide 

ein mittleres Maf erreicht. Der Anthocyangehalt ist noch gering, so daB ein 

irgendwie gearteter Einflu® auf die Synthese der Plastidenpigmente nicht 


Tab. 3. Die Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenfarbstoffe in etiolierten 
Rapskeimblattern von der Temperatur nach 24 Stunden Belichtungszeit. 


Lichtintensitaét 10.000 Lux. Pigment in mg/100mg Trockengewicht. 





Temperatur | | é x a+b 
in °C | e | e+x 





15 0,135 | 0,054 | 0,009 | 0,028 | 3,11 | 5,11 
20 | 0,167 | 0,066 | 0,018 | 0,032 | 1,78 | 4,66 
28 0,248 | 0,106 | 0,021 0,038 1,81 | 6,00 
31 0,252 | 0,103 | 0,026 0,045 2,45 1,73 5,00 
35 0,233 | 0,102 | 0,020 , 0,055 | 2,28 2,75 4,47 
40 0,054 | 0,023 0,009 | 0,025 ~—-.2,35 2,78 2,26 


anzunehmen ist. Zum anderen ist schon festgestellt worden, daf das physio- 
logische Verhalten anthocyanfreier und anthocyanfiihrender Zellen der- 
selben Art iibereinstimmt (Engelmann 1887, Willstatter und Stoll 
1918, Kuilman 1930). Es wurden Temperaturen von 15 bis 40°C ange- 
wandt. Die Tabellen 3 und 4 und die Abbildungen 3 und 4 lassen deutlich 
erkennen, dafi das Optimum nach 24 und auch nach 48 Stunden Belichtungs- 
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zeit fiir a, b und c bei 28°C liegt. x zeigt ein abweichendes Verhalten, das 


Optimum liegt etwa bei 35°C. Das Verhiiltnis + ist bei allen Temperaturen 
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Abb. 3. Die Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenfarbstoffe in etiolierten 
Rapskeimblittern von der Temperatur nach 24 Stunden Belichtungszeit. Lichtinten- 
sitét 10.000 Lux. 
konstant, der Wert betragt durchschnittlich 2,4 bis 2,5. Der Quotient der 
beiden Carotinoide g ist von den tiefen Temperaturen an bis zum Optimum 
gleich (1,7 bis 1,8). Der geringe Anteil von c an der gesamten Menge der 


Tab. 4. Die Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenfarbstoffe in etiolierten 
Rapskeimblattern von der Temperatur nach 48 Stunden Belichtungszeit. 


Lichtintensitaét 10.000 Lux. Pigment in mg/100mg Trockengewicht. 





Temperatur 
in °C 





15 | 0,212 | 0,082 0,020 0,035 | 2,59 | 1,75 
20 | 0,290 | 0,125 | 0,027 | 0,046 | 2,23 1,70 
" 38 | 0,320 | 0,135 | 0,030 | 0,050 | 2,37 | 1,67 
31 | 0,278 | 0,110 0,027 | 0,054 | 2,53 2,00 
35 | 0,259 | 0,101 | 0,027 0,070 | 2,56 2,59 
40 | 0,071 0,030 | 0,012 0,084 | 2,37 2,83 


gelben Pigmente bei 15°C nach 24 Stunden Belichtungszeit kann darauf 
zuriickgefiihrt werden, daft zu Beginn der Belichtung schon eine relativ 
grote Menge von x vorhanden ist, wahrend c nur in Spuren auftritt. Bei 
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der geringen Bildungsgeschwindigkeit infolge der niedrigen Temperatur 
vermag c nicht so schnell das normale Verhialtnis zu erreichen. Nach 48stiin- 
diger Belichtung ist jedoch das Verhalinis wieder normal. Oberhalb des 


Optimums verschiebt sich mit steigender Temperatur der Quotient = stark 


zugunsten von x. Bei 40°C ist der Wert fiir x fast dreimal so gro wie der 
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Abb. 4. Die Abhangigkeit der Ausbildung der Plastidenfarbstoffe in etiolierten 
Rapskeimblattern von der Temperatur nach 48 Stunden Belichtungszeit. Lichtinten- 
sitat 10.000 Lux. 


fiir c. Die starkere Ausbildung der Carotinoide im Verhialtnis zu den 
Chlorophyllen bei héheren Warmegraden zeigt sich auch im starken Abfall 


; b ’ preset 
des Quotienten 5 oberhalb des Optimums bei steigender Temperatur. 


Bis 28°C ist die Chlorophyllmenge fiinf- bis sechsmal so gro wie die der 
Carotinoide. Bei 40°C betragt sie nur noch gut das Doppelte. In Uber- 
einstimmung mit Kuilman (1930) wurde eine starke Anthocyanbildung 
bei niedrigen Temperaturen festgestellt, waihrend sie bei hohen Tempera- 
turen auferst gering war. 


d) Diskussion der Ergebnisse 


Die Ergebnisse lassen sich an Hand der heutigen Erkenntnisse iiber die 
Chlorophyllsynthese in der Pflanze deuten. Die einzelnen Stufen dieser 
Biosynthese sind noch weitgehend unbekannt, jedoch kénnen folgende Zwi- 
schenstufen und Reaktionen als gesichert angesehen werden: 1. Bildung der 
Carotinoide in Dunkelreaktionen aus unbekannten Vorstufen. 2. Aufbau 
des Protochlorophylls in Dunkelreaktionen aus den Carotinoiden, wobei 
Zwischenstufen unbekannt sind (Rudolf 1934; vgl. auch Seybold und 
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Egle 1938b). 3. Umwandlung des Protochlorophylls in Chlorophyll durch 
eine Photoreaktion (Se y bold 1937, 1938, Noack und Kiessling 1929, 
1931, Scharfnagel 1931, Smith 1948, Pirson 1949; vgl. auch Rabi- 
nowitsch 1945). 

Die Lage des Optimums fiir die Ausbildung der Chlorophylle bei etwa 
1000 Lux deutet darauf hin, da die Geschwindigkeit der Photoreaktion, 
in der das Protochlorophyll in Chlorophyll umgewandelt wird, nur bei 
Lichtintensitaten unter 1000 Lux der begrenzende Faktor fiir die gesamte 
Reaktionskette der Chlorophyllsynthese ist. Bei gréReren Lichtintensitaten 
als 1000 Lux ist die Geschwindigkeit der Dunkelreaktionen, die die Chloro- 
phyllvorstufen bilden, magebend. Auch die Ausbildung der gelben Pig- 
mente wird stark durch das Licht geférderi, das gilt zumindest fiir das 
Carotin; auch fiir diesen ProzeB ist aber nur eine geringe Lichtintensitat 
erforderlich. Dagegen ist die beschleunigte Synthese der Carotinoide mit 
zunehmender Lichtintensitat oberhalb der Chlorophylloptima nicht leicht 
zu deuten. 

Die Beschleunigung der Bildung aller vier Pigmente mit steigender 
Temperatur bis zum Temperaturoptimum der Chlorophylle ist im Sinne 
der Van ‘t Hoffschen Regel auf die Beschleunigung der Dunkelreaktionen, 
die die Vorstufen der Pigmente bilden, zuriickzufiihren, da die eigentliche 
Photoreaktion temperaturunabhiangig ist. Auch hier ist wiederum die wei- 
tere Verstarkung der Ausbildung der Carotinoide, besonders des Xantho- 
phylls, mit Uberschreitung des Temperaturoptimums schwer verstandlich. 
Durch die Annahme eines Verbrauchs der gelben Pigmente fiir den Aufbau 
der Chlorophylle laBt sich das abweichende Verhalten der gelben Farb- 
stoffe, besonders des Xanthophylls, oberhalb der Chlorophylloptima von 
dem der Chlorophylle erklaren. Immer wenn durch aufere Einfliisse eine 
Verminderung der Chlorophyllbildung erzwungen wird, steigt der Gehalt 
an Carotinoiden. Man kann daraus auf eine Hemmung einer Reaktion im 
Reaktionsgefiige der Chlorophyllbildung zwischen den Carotinoiden und 
dem Protochlorophyll schlieBen. Der Verbrauch der gelben Pigmente zum 
Aufbau der griinen ist verlangsamt, wahrend die Synthese der Carotinoide 
unbehindert weiterlauft. 

Lubimenko und Hubbe net (1932) sprechen die Vermutung aus, die 
starke Hemmung der Chlorophyllbildung bei hohen Temperaturen sei durch 
eine neuauftretende Reaktion bedingt, in der eine der Chlorophyllvorstufen 
in Verbindungen umgewandelt wiirde, die nicht mehr zur Chlorophyll- 
synthese geeignet sind. 

Eine gréBere Wahrscheinlichkeit scheint aber die Hypothese zu haben, 
daf die Carotinoide infolge der extremen Aufeneinfliisse fiir die Chloro- 
phyllsynthese blockiert sind, da die Annahme eines Zusammenhanges zwi- 
schen den Chlorophyllen und Carotinoiden experimentell unterbaut ist. 

Durch die starke Ausbildung der Carotinoide unter fiir die Chloro- 
phylisynthese ungiinstigen Bedingungen ist auch in diesem Fall ein Schutz 
des Protoplasten gegen zu starke Lichteinstrahlung, der sonst vom Chloro- 
phyll ausgeiibt wird, im energiereichen blauen Bereich des Spektrums ge- 





Beitrige zur Physiologie der Pigmentbildung in belichteten etiolierten Blattern 439 


wahrleistet. Werden, wie z. B. bei niedrigen Temperaturen, alle vier Blatt- 
farbstoffe nur schwach synthetisiert, so treten die jetzt reichlich gebildeten 
Anthocyane an ihre Stelle. Zugleich kann ein Schutz des nur in geringer 
Menge vorhandenen Chlorophylls vor dem Blaulicht durch die Carotinoide 
angenommen werden (Iwanowski 1914). 


III]. Der Einflu8 der Alkaliionen auf die Ausbildung der Plastiden- 
pigmente in belichteten etiolierten Rapskeimblattern 


In vielen Arbeiten ist der Einflu&® von Ionen auf spezielle Strukturen, 
Zustande und die Reaktionsfahigkeit des Protoplasten analysiert worden 
(Hoeber 1926, 1948). Die hervorgerufenen Verianderungen gestatten oft 
Schliisse im Hinblick auf Bau und Funktion des Protoplasmas und der 
Zellorganelle. Auch die fiir die vorliegende Arbeit besonders interessanten 
Zellorganelle, die Chloroplasten, sind schon auf Ioneneinfliisse hin unter- 
sucht worden. Lairz (1942) studierte die Einwirkung von Rubidium und 
Caesium auf die Plastiden von Helodea canadensis. Er konnte durch beide 
Alkaliionen eine Stérung der Plastidenteilungen und eine Hemmung der 
Granavermehrung hervorrufen. Bauer (1943) fand in Moosen, die in 
1/100 n RbCl-Lésungen kultiviert worden waren, Riesenplastiden. Wahrend 
diese beiden Autoren durch Rb und Cs hervorgerufene starke Schadigungen 
der Zellen feststellten, fand Pirson (1939, vgl. auch Pirson und Keller 
1952), daff das Rb bei einzelligen Algen sogar das K weitgehend ersetzen 
kann; das Cs-Ion ist dazu nicht in der Lage. Bei héheren Pflanzen konnten 
die Autoren eine Ersetzbarkeit des K durch Rb nicht feststellen (vgl. Ba u- 
meister 1952a). 


a) Methodisches 


Zum Ergriinen wurden die abgetrennten Cotyledonen etiolierter Raps- 
keimlinge — wie im vorherigen Kapitel beschrieben — auf Filterpapier, 
das mit der jeweiligen Salzlésung getrankt ist, gebracht. Die methodisch 
groRte Schwierigkeit liegt in der gleichmafigen Versorgung aller Zellen 
des Blattes mit der untersuchten Salzlésung. Die Infiltration durch Zentri- 
fugation (Weber 1927, Strugger 1949) erwies sich als unbrauchbar, da 
die Blattchen dann zuerst nur am Rande ergriinten. Nach Infiltration im 
Vakuum (vgl. Strugger 1949, Keller und Gicklhorn 1928) erfolgt 
die Pigmentsynthese gleichmaBig in der gesamten Blatiflache. Es wurde 
immer nur kurzfristig mit den Salzlésungen infiltriert, so daf die Inter- 
zellularen des Blattes nicht vollstandig mit Fliissigkeit gefiillt waren. Die 
durch die lonenwirkung bedingten Hemmungen betrafen jedoch immer die 
Pigmentbildung der gesamten Blattflache, soweit das visuell festgestellt 
werden kann. Es kann also eine gleichmaftige Wirkung auf alle Zellen des 
Blattes angenommen werden. Bei der angewandten kurzfristigen Infiltra- 
tion trat bei Verwendung von Leitungswasser keine Verzégerung der Farb- 
stoffsynthese gegeniiber Kontrollen auf. 


Alle Lésungen wurden mit Leitungswasser angesetzt, um die Schadigung 
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von Ejinsalzlésungen zu vermeiden (vgl. Hoeber 1926, Pirschle 1932). 
Zugleich war durch die Pufferwirkung des Leitungswassers ein konstanter 
pH-Wert (immer zwischen 7,3 bis 7,4) gewahrleistet. Als Salze wurden be- 
nutzt: LiCl, NaCl, KCl, RbCl, CsCl, alle Merck p. a.; RbCl und CsCl mit 
einem Reinheitsgrad von 99,9% stammten zum Teil auch von der Firma 
Friedrich Wachendorf, Schleswig. 

Die Pigmentanalyse erfolgt wiederum nach 24 und 48 Stunden Belich- 
tungszeit. Jedoch werden aus Raummangel nur die Werte nach 48stiindiger 
Belichtung angegeben; die naturgemaf niedrigeren Werte nach 24 Stunden 
Belichtungszeit stimmen in ihren Gesetzmafigkeiten véllig mit ihnen 
iiberein. 

b) Die Versuchsergebnisse 


Die gewonnenen Werte sind in den Tabellen 5 bis 10 niedergelegt. Tab. 5 
zeigt die Pigmentwerte der Kontrolle mit Leitungswasser. 


Tab. 5. Anstieg des Pigmentgehaltes in belichteten etiolierten Rapskeimblattern 
roahrend einer Belichtungzeit von 48 Stunden. 





' | ’ 
Zeit ci ered x 
in Stunden c 





— | 0,002 0,012 6,00 
0,106 0,021 0,038 2,34 | 1,81 6,00 
0,135 0,027 0,050 2,37 | 1,85 5,91 


| 
— 
24 | 0,248 | 
48 | 0,320 | 














Bei allen fiinf Elementen nimmt die gebildete Pigmentmenge mit zu- 
nehmender Konzentration der Salzlésungen ab. Jedoch ist die Hemm- 
wirkung der einzelnen Elemente nicht gleich stark. Wahrend Na und K die 
Pigmentsynthese in einer Konzentration von 0,3 n véllig hemmen, haben Rb 
und Cs die gleiche physiologische Wirkung in einer Konzentration von 
0,15 n. Li bewirkt die véllige Unterdriickung der Farbstoffausbildung schon 
in einer Konzentration von 0,10 n. Bei Salzlésungen dieser Konzentrationen 
sterben die Blattchen innerhalb von 24—48 Stunden ab. 


Die Abnahme der Gehalte der Blatter an den einzelnen Pigmenten ist 


fiir die vier Farbstoffe nicht gleichmafig. Das driickt sich deutlich im Abfall 


t a+b. ‘ : - 
des Quotienten — mit steigender Konzentration aus. Es ware aber ver- 


fehli, hieraus auf eine unterschiedliche Beeinflussung der Synthese der ein- 
zelnen Blattfarbstoffe zu schlieRen, da immer eine Verminderung, niemals 
eine Steigerung der Ausbildung der vier Pigmente oder eines von ihnen im 
Vergleich mit der Pigmentbildung bei der Kontrolle vorliegt. Die Pigmente 
verhalten sich véllig anders als bei den Versuchen zur Einwirkung von 
Lichtintensitaét und Temperatur. Durch hohe Lichtintensitat und Tempera- 
turen werden die griinen und gelben Pigmente gegensinnig beeinfluft. Wah- 
rend die gelben Pigmente dadurch eine Zunahme erfahren, wird gleich- 
zeitig die Ausbildung der Chlorophylle vermindert. Durch die Einwirkung 
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der Salzlésungen wird die Geschwindigkeit der Synthese aller vier Blatt- 
farbstoffe immer nur verringert. Die Verainderung des Verhiiltnisses der 
griinen zu den gelben Pigmenten laRt sich durch den schon zu Versuchs- 
beginn vorhandenen Gehalt an Carotinoiden, der schon im Dunkeln ge- 
bildet worden ist, erklaren. Zieht man von der vorhandenen Menge c+ x 


Tab. 6—10. Einwirkung der Alkalichloridlésungen abgestufter Konzentrationen auf 
die Blattpigmentbildung in etiolierten Rapskeimblattern nach 48 Stunden Belich- 
tungszeit. 


Pigment in mg/100 mg Trockengewicht. 





Nr. der | Konzen- | 
Tabelle | tration inn | 


| 

| | | | 
0,01 | | 0,095 | 0,026 | 0,036 | 
0,05 | | 0,052 | 0,015 | 0,028 | 
0,10 sterben ab 








0,01 | | 0,120 | 0,027 | 0,045 
0,05 | | 0,109 | 0,028 | 0,041 
0,10 | 0,103 | 0,026 | 0,039 | 
0,15 | 0,055 | 0,017 | 0,030 | 
0,20 | | 0,046 | 0,010 | 0,025 | 
0,30 sterben ab 








0,01 | 0,103 | 0,027 | 0,045 
0,05 | 0,097 | 0,031 | 0,043 
0,10 0,092 | 0,026 | 0,037 
0,15 0,054 | 0,017 | 0,031 
020 | 0,045 | 0,010 | 0,025 


| 
| 
0,30 sterben ab 





0,01 | | 0,117 | 0,028 | 0,043 
0,05 | | 0,055 | 0,016 | 0,029 
0,10 | 0,031 | 0,012 | 0,026 
0,15 sterben ab 





0,01 0,132 | 0,027 | 0,041 
0,05 | 0,071 | 0,020 | 0,030 
0,10 | 0,049 | 0,012 | 0,025 
0,15 | sterben ab 


den wahrend der Dunkelkultur gebildeten Anteil ab und _berechnet 


; b 
man mit diesen Werten den Quotienten ae so erhalt man fiir alle 


Konzentrationen Werte, die um 7 schwanken. Das beweist, daB bei den 
vorliegenden Versuchen die Synthese aller vier Blattpigmente im gleichen 


MaBe beeinfluBt wird. 


Ebenso ist die Veranderung des Verhiltnisses °° das sich mit steigender 
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Konzentration zugunsten vom x verschiebt, nur auf die im Dunkeln gebil- 
dete, im Verhaltnis zu c gréRere Menge zuriickzufiihren. 


R 
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Abb. 5. Vergleich der Einwirkung der Alkalichloridlésungen in abgestuften Kon- 
zentrationen auf die Ausbildung von Chlorophyll a in etiolierten Rapskeimblattern. 
Belichtungszeit 48 Stunden. 
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Abb. 6. Vergleich der Einwirkung der Alkalichloridlésungen in abgestufiten Kon- 
zentrationen auf die Ausbildung von Chlorophyll b in etiolierten Rapskeimbliattern. 
Belichtungszeit 48 Stunden. 


Das Verhialtnis der Chlorophylle = ist im allgemeinen fiir samtliche 


angewanditen Salzlésungen und fiir alle untersuchten Pigmente gleich, von 
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geringen unregelmaéfRigen Schwankungen abgesehen. Der Wert schwankt 
zwischen 2,2 und 2,4. Lediglich fiir Na und K ist festzustellen, daB dort 
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Abb. 7. Vergleich der Einwirkung der Alkalichloridlésungen in abgestuften Kon- 
zenirationen auf die Ausbildung von Carotin in etiolierten Rapskeimblattern. Be- 
lichtungszeit 48 Stunden. 
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Abb. 8. Vergleich der Einwirkung der Alkalichloridlésungen in abgestuften Kon- 
zentrationen auf die Ausbildung von Xanthophyll in etiolierten Rapskeimblattern. 
Belichtungszeit 48 Stunden. 


id 
b 
etwa 2,6 fiir K sogar 2,8 bis 2,9). Man kann daraus schlieRen, daB durch die 


nach 48 Stunden Belichtungszeit einen relativ hohen Wert erreicht (fiir Na 
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Ionen dieser beiden Elemente eine leichte Férderung der Bildung von a 
gegeniiber b bewirkt wird. Diese Bevorzugung von a ist aber so gering, daft 
sie erst nach langerer Belichtungszeit mit den heutigen Bestimmungs- 
methoden festzustellen ist. 

Bei Na, K und Cs ist ein schwacher Abfall des Quotienten +: mit stei- 
gender Konzentration der einwirkenden Salzlésungen festzustellen. Das 
deutet auf eine gréRere Empfindlichkeit von a als von b gegeniiber Ionen- 
einfliissen hin. Diese Befunde decken sich mit der Feststellung von Egle 
(1944), der unter verschiedenen, fiir die Pflanze ungiinstigen Umstainden 
(UV-Licht, Verdunkelung, Trocknung usw.) eine schnellere Zerstérung des 
Chlorophylls a als des Chlorophylls b tand. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihe gestatten neben einer Betrachtung des 
Einflusses der Konzentration der Salzlésungen auch einen Vergleich der 
physiologischen Wirksamkeit der fiinf Alkalikationen. Die Abbildungen 
5—8 stellen die Einwirkungen der Chloridlésungen der Alkalimetalle in den 
untersuchten. Konzentrationen auf die Ausbildung jedes einzelnen Blatt- 
pigments nach 48 Stunden Belichtungszeit dar. 


In allen Diagrammen ist die Verminderung der gebildeten Pigment- 
menge pro Zeiteinheit mit steigender Konzentration der Salzlésungen deut- 
lich zu erkennen. Es ergibt sich fiir Chorophyll a, Chlorophyll b und Caro- 
tin sehr deutlich, fiir Xanthophyll weniger scharf folgende Ionenreihe (nach 
zunehmender Starke der Giftwirkung angeordnet): Na, K < Cs < Rb< Li. 


c) Diskussion 


Aus den Ergebnissen der Versuche geht klar hervor, daft die Alkaliionen 
die Ausbildung der vier Plastidenpigmente immer gleichmafig beeinflussen, 
so daf das mengenmiafige Verhaltnis der einzelnen Farbstoffe zueinander 
immer gleich bleibt. Eine spezifische Wirkung der Ionen auf den Pigment- 
bildungsproze lat sich nicht feststellen. Die Ursache diirfte vielmehr eine 
allgemeine, den biologischen Zustand des gesamten Protoplasten bzw. der 
Chloroplasten betreffende Einwirkung sein. Durch die Ionen wird also die 
Ausbildung der Blattpigmente in anderer Weise beeinfluBt, als wie es unter 
extremen physikalischen Bedingungen der Fall ist (vgl. Abschnitt 2). 

Es handelt sich um eine allgemeine Giftwirkung, deren Starke neben 
der spezifischen Wirkung des betreffenden Ions stark von der Konzentra- 
tion der Salzlésung abhangt. Durch die Ionen wird immer eine Verzégerung, 
niemals eine Beschleunigung der Pigmentbildung hervorgerufen. Eine Ab- 
iétung der Blattzellen allein auf Grund der durch den Atombau bedingten 
lonenwirkung liegt aber nur bei Li, Rb und Cs vor, die schon in Konzen- 
trationen von 0,1 n bzw. 0,15 n die Blattchen abtéten. Na und K haben die- 
selbe Wirkung erst in einer Konzentration von iiber 0,3n. Diese Konzen- 
tration ist aber fiir die Zellen der Bliattchen hypertonisch; orientierende 
Versuche mit Saccharoselésungen in abgestuften Konzentrationen (vgl. 
Strugger 1949) ergaben einen osmotischen Wert von 0,4mol. Die ange- 
wandten héchsten Konzentrationen von NaCl und KCl haben etwa den 
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zweifachen osmotischen Wert. Die Zellen werden also plasmolysiert. Auch 
Fiihrlinger (1938) fand eine Verhinderung der Pigmentbildung in be- 
lichteten etiolierten Blattchen durch Plasmolyse der Blattzellen. Eine Deu- 
tung der spezifischen lonenwirkung, wie sie bei Na und K in niedrigen 
Konzentrationen und bei allen angewandten Konzentrationen von Li, Rb 
und Cs vorliegt, ist 4uBerst schwierig: obwohl schon in zahlreichen Unter- 
suchungen der Einflu® der Alkaliionen auf Kolloidsysteme und auch auf 
die lebende tierische und pflanzliche Zelle und deren physiologische Abliufe 
und Strukturen untersucht wor- 
den ist (vgl. Hoe ber 1926, 1948; 
Pirschle 1930, 1932, 1935 u. a.). 
Bei der Einwirkung auf Kolloid- 
systeme wurden Wirkungsreihen 
der fiinf ionisierten Alkalimetalle 
gefunden, in denen die Reihen- 
folge der Elemente stark wech- 
selte. Bei der Ausflockung von 
Hiihnereiweif? in vitro traten 
unter bestimmten Bedingungen 
die nach den atomphysikalischen 
Eigenschaften der Elemente zu 
erwartenden Reihen Li<( Na< 
K<Rb<Cs oder Cs<cRb< se 

Wise 
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_. 
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cae 
chemischen Zustandes der Lésun- pao 
gen wechselte jedoch die Stellung ’ 0 2 ~ ad 
der Elemente in den Reihen stark. Na kK 
Hoeber (1926) tragt dieser Tat- 
sache durch die Einfiihrung des Abb. 9. Vergleich der Einwirkung von 
Begriffs der Ubergangsreihen Chloridlésungen gleicher Konzentration der 
Rechnung. fiinf Alkalimetalle auf die Ausbildung der 

Noch weit uniibersichtlicher — vier Plastidenfarbstoffe in etiolierten Raps- 
ist die Einwirkung der Alkali- keimblattern nach 48 Stunden Belichtungs- 
ionen auf den lebenden Proto- zeit. Konzentration der Lésungen 0,05 n. 
plasten der Zellen. Die lonen 
bewirken eine Quellung bzw. eine Verfliissigung des Protoplasmas. 
Hoéfler (1940) und Kaiserlehner (1940) konnten diesen Effekt fiir 
das K-Ion bei ihren Kappenplasmolyseversuchen eindeutig nachweisen, zu- 
dem stellten sie fest, dai die Quellung des Plasmas schon durch geringe 
Mengen antagonistisch wirkender Ca-lonen aufgehoben wird, sofern nicht 
schon irreversible Schadigungen des Protoplasmas durch zu starke Salz- 
einwirkung entstanden sind. 

Nach der Hofmeisterschen Lyotropen-lonenreihe besitzen die einzelnen 
Kationen ein unterschiedliches Vermégen, das Protoplasma in seinem 
Quellungszustand zu verandern. Fitting (1915) fand bei Versuchen an 
Epidermiszellen von Rhoeo discolor fiir Li eine bedeutend gréfRere 

Protoplasma, Bd. XLVITI/3—4 20 


o 





. ° 
Jonenradius in A ————> 
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Permeationsgeschwindigkeit als fiir Na und K, die sich etwa gleich ver- 
hielten. Die eingedrungenen lIonen riefen zugleich Veranderungen der Per- 
meabilitat der Plasmagrenzschichten hervor. Auch bei Einwirkung der 
Ionen auf die lebende Zelle wechselt die Stellung der Elemente in den 
Wirkungsreihen je nach dem uniersuchten Prozef und den jeweiligen 
physiologischen Gegebenheiten sehr stark. 

Pirschle (1930, 1932) fand bei seinen Wachstumsversuchen mit ver- 
schiedenen Kulturpflanzen, daf die Reihenfolge der Elemente bei héheren 
Konzentrationen der Salzlésungen eine andere ist als bei starkeren Ver- 
diinnungen. Es ist wohl anzunehmen, daf dieser Effekt bei den eigenen 
Versuchen durch die antagonistische Wirkung des Calciums des Leitungs- 
wassers aufgehoben wird. 

Bei der Untersuchung der lonenwirkung auf die Ausbildung der 
Plastidenpigmente ist die Lokalisation des beobachteten physiologischen 
Prozesses bekannt. Wieweit es sich jedoch bei der Einwirkung von Ionen 
auf die Bildung der Plastidenfarbstoffe um eine spezielle Beeinflussung der 
Plastiden handelt oder ob es sich um eine allgemeine Veranderung des 
Protoplasten handelt, kann nur die cytologische Analyse entscheiden. Die 
schon vorliegenden Befunde von Larz (1942) und Bauer (1943), daf 
Rb und Cs eine Hemmung der Plastiden- und Granateilung bewirken, 
deuten darauf hin, daB hier der Ansatzpunkt der speziellen lonenwirkung 
zu suchen ist. 


IV. Pigmentbildung, Assimilationsleistung und Atmung belichteter 
etiolierter Gramineen-Primarblatter 


Zur Charakterisierung des Entwicklungszustandes der Plastiden zu be- 
stimmten Zeitpunkten wahrend des Ergriinungsprozesses in belichteten 
etiolierten Blattern ist neben den cytologischen Befunden und dem Pigment- 
gehalt die assimilatorische Leistung von gréBtem Interesse. Erst die Kennt- 
nis des Assimilationsvermégens erlaubt eine Aussage iiber den jeweils er- 
reichten physiologischen Zustand des photosynthetischen Apparates. Frii- 
here Untersuchungen haben gezeigt, da der Chlorophyllgehalt keineswegs 
immer ein Mafstab fiir die Assimilationsleistung eines Blattes ist (Wil]- 
stitter und Stoll 1918, van Hille 1938, Gabrielsen 1948, Bau- 
meister 1952b u.a.). Neben dem Gehalt an Assimilationspigmenten kén- 
nen noch verschiedene andere innere Faktoren bei gleichen Aufenbedin- 
gungen eine unterschiedliche Assimilationsleistung bedingen (Dra utz 1935, 
Harder 1930, 1933 u. a.). 


Es sollie daher versucht werden, den Gehalt an Blattpigmenten und 
gleichzeitig die Assimilationsleistung in kurzen Abstanden in belichteten 
etiolierien Blattern von Belichtungsbeginn an bis zum Abschluf der Pig- 
mentbildung zu bestimmen. Zugleich sollte auch die GréRe der Atmung 
gemessen werden. Der Atmungswert ist einmal zur Berechnung der wirk- 
lichen Assimilation erforderlich, zum anderen kann auch das Atmungs- 
verhalten zur Charakterisierung der physiologischen Ablaufe wahrend der 
Blatifarbstoffausbildung beitragen. 
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a) Methodisches 


Als Versuchspflanzen dienten Sommergerste und Mais. Um einheitliches 
Versuchsmaterial zu erhalten, wurden fiir alle Versuche nur die Primiar- 
blitter verwendet, die in der Dunkelkultur bei der Gerste nach 8, beim 
Mais nach 15 Tagen voll entfaltet und somit fiir die Untersuchungen geeig- 
net waren. Assimilationsleistung und Atmung wurden durch Messung der 
CO,-Aufnahme bzw. -Abgabe der abgeschnittenen Blatter mittels des Ultra- 
rotabsorbtionsschreibers bestimmt (Strugger und Baumeister 1951, 
Baumeister 1952b). Die Ergriinung erfolgte in den Thermostaten bei 
28°C und 5000 Lux. Wahrend der Assimilationsmessungen befanden sich 
die Primarblatter in der Kammer des Uras bei 25—28°C und beiderseitiger 
Belichtung von je 20.000 Lux. Die Atmungsintensitaét wurde im Dunkeln bei 
22—259C gemessen. Es ist nicht méglich, den Ergriinungsprozef mit der 
gleichen Lichtintensitaét wie bei den Assimilationsversuchen (zweimal 
20.000 Lux) zu bewirken, da bei den verwendeten Getreidearten der 
Pigmentbildungsprozef durch hohe Lichtintensitaten noch bedeutend star- 
ker gehemmt ist als in den etiolierten Rapskeimblattern. Wahrend der Ver- 
suche wurde der Spaltéffnungszustand der Blatter nach der mikroskopi- 
schen Methode von Stalfelt (1939) kontrolliert. Vor der Belichtung sind 
die Spaltéffnungen vollstandig geschlossen. Auch nach fiinfstiindiger Belich- 
tung mit 5000 Lux sind nur wenige ganz schwach gedffnet. In diesem Zu- 
stand wird auch bei langerer Bestrahlung der Primarblatter mit zweimal 
20.000 Lux (bis 1 Stunde) keine VergréRerung der Spaltéffnungsweite er- 
zielt. Nach zehnstiindiger Belichtung mit 5000 Lux haben sich rund 50% der 
Stomate etwa ein Drittel geédffnet. Jetzt wird durch nachfolgende starke 
Belichtung eine weitere geringe VergréBerung der Spaltweite bewirkt. 
Durch eine 15stiindige Bestrahlung mit Schwadchlicht werden 60—70% der 
Stomata der Gersteblatter iiber die Halfte gedffnet. Nach 15—20 Minuten 
Belichtung mit zweima] 20.000 Lux sind dann 60—80% weit geéffnet. Beim 
Mais wird der volle Offnungszustand erst nach 20stiindiger Vorbelichtung 
und nachfolgender starker Belichtung méglich. Hier betrug der Anteil der 
weitgedffneten Spalten etwa 50%. Baumeister (1952b) halt diesen 
Prozentsatz an vollgedffneten Stomata fiir ausreichend fiir eine optimale 
Assimilation, da er auch an Pflanzen im Freien keine héheren Prozentsatze 
fiir die vollgedffneten Spaltéffnungen fand. 


b) Die Versuchsergebnisse 


Die Gerste und der Mais (Tab. 11 und 12, Abb. 10 und 11) verhalten sich 
immer gleichsinnig, das zeigen besonders die Kurven der Abbildungen. In 
den absoluten GréBen der Daten weichen jedoch die beiden Arten ein wenig 
voneinander ab. Die beiden Chlorophylle nehmen in den ersten 15—20 Stun- 
den stark zu, dann nimmt die Bildungsgeschwindigkeit zunehmend ab und 
die Kurven erreichen den konstanten Entwertwert (Gerste: a 0,7; b 0,27 mg; 
Mais: a 0.9; b 0,37 mg). Dieser Endwert ist bei beiden Arten nach etwa 
2 Tagen erreicht. Die gebildete Menge an Chlorophyll ist in den ersten 
20 Stunden in den Maisblatiern geringer als in den Gersteprimirblattern. 


30* 
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Erst nach 28 Stunden ist der Pigmentgehalt des Mais gréfer als der der 
Gerste. Der Beginn der Verminderung der Bildungsgeschwindigkeit der 
Chlorophylle tritt nach 15 (Gerste) bzw. 20 (Mais) Stunden ein. Deutlich 


Tab. 11. Anstieg des Blattpigmentgehaltes in belichteten etiolierten Gersteprimir- 
blattern und das Verhalten der Assimilation und der Atmung wiahrend des Er- 
griinungsprozesses. 

Pigmente in mg/100 cm? Blattflache. Atmung und Assimilation in mg CO,/h/100 em? 
Blatiflaiche. Temperatur 28° C, Lichtintensitaét 5000 Lux, wahrend der Assimilations- 
messungen zweimal 20.000 Lux. 





x lath Ap. 


Atm. 
e e+x Ass. 





= | 0,005 0,078 13,60 | — at. 3|- = : 

0,119 0,025 | 0,003 0,027 | 9,00 4,80 | 1,22 | 0,60 | 1,82 | 15,25 
10 | 0,233 | 0,072 | 0,019 0,043 2,26 | 4,92 | 2.45 | 0,62 3,07 13,20 
15 | 0,514 | 0,181 | 0,022 0,072 3,27 | 7,39 0,55 | 3,93 | 7,65 
20 0,575 | 0,194 | 0,038 | 0,075 1,97 | 6,81 33 | 0,58 | 3,91 | 6,81 
28 0,646 | 0,271 | 0,043 | 0,084 1,95 | 7,22 0,61 | 3,94 | 6,11 
44 0,708 | 0,275 0,087 0,082 | 2,21 | 8,26 26 | 0,55 | 3,81 | 5,38 
68 0,708 0,263 | 0,047 | 0,082 | 2,69 | 1,74] 7,53 | 2, 0,41 | 3,27 | 4,61 


zeigt sich eine Verzégerung der Ausbildung von Chlorophyll b in den ersten 
. ~ 2 tava em j - . = ‘ a hed 
Stunden: nach 5 Stunden betriagt b bei der Gerste fast 5, beim Mais iiber 3 


und sinkt dann langsam auf den fiir beide Arten normalen Wert, der etwa 


Tab 12. Anstieg des Blattpigmentgehaltes in belichteten etiolierten Maisprimar- 
blittern und das Verhalten der Assimilation und der Atmung wahrend des Er- 
griinungsprozesses. 

Pigmente in mg/100 cm? Blattflache. Atmung und Assimilation in mg CO,/h/100 cm? 
Blattfliche. Temperatur 28° C, Lichtintensitaét 5000 Lux, wihrend der Assimilations- 
messungen zweimal 20.000 Lux. 





Zeit . | a+b = Ap. 


in Std. e+x| Ass. | Aten. 





- 0,004 0,067, — ho) ae hie 
0,110 0,035 0,009 0,070 3,14 7,78 1,83 0,54 | 0,38 | 0,92 | 8,35 
0,216 0,070 0,021 0,068 | 3,09 3,24 3,21 2,49 | 0,49 | 2,98 | 13,80 
0,361 0,131 0,036 0,114 | 2,76 3,28 4,06 0,63 4,69 | 12,99 
0,507 | 0,165 | 0,043 0,114! 3,07 2,65 4,48 4,75 | 0,63 | 5,38 10,60 
0,783 | 0,310 | 0,061 0,121 2,53 1,98 | 601 3,94 0,47 | 4,41 5,64 
0,888 | 0,311 | 0,067 0,147 2,86 2,19 5,60 4,93 0,43 | 5,36 6,04 
0,889 | 0,371 0,070 0,154 2,40 2,20 | 5,63 4,61 0,38 | 4,99 5,61 


nach 15 Stunden erreicht wird (beide Versuchspflanzen etwa 2.5 bis 2.7). 
Auf die zu Beginn des Ergriinungprozesses verzégerte Bildung von b gegen- 
iiber a haben schon Seybold und Egle (1938) hingewiesen (vgl. auch 
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Blauuw- Jansen, Komen und Thomas 1950, Goodwin und 
Owen 1947). Der Gehalt an gelben Pigmenten ist vor der Belichtung fiir 


beide Spezies etwa gleich (c 0,005: x 0,07 mg). Nach 5 Stunden Belichtungs- 
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Abb. 10. Ausbildung der Plastidenpigmente. Assimilationsleistungen und Atmung 

belichteter etiolierter Gersteprimarblatter waihrend des Ergriinungsprozesses. Zu 

Versuchsbeginn sind die Keimlinge 8 Tage alt. Lichtintensitat 5000 Lux, wihrend 
der Assimilationsleistung zweimal 20.000 Lux. Temperatur 28° C. 


zeit hat der Gehali bei der Gersite an ¢ und x stark abgenommen. In den 
Maisblattern dagegen ist er in diesem Zeitraum konstant geblieben:; ¢ hat 
sogar zugenommen. Die Abnahme des Carotingehaltes in den ersten Stun- 
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den der Belichtung stimmt mit den Beobachtungen von Rudolf (1934) und 
Seybold und Egle (1938) iiberein. Dann setzt bei beiden Arten (bei der 
Gerste nach 5, beim Mais erst nach 10 Stunden) eine Zunahme der gelben 
Pigmente ein. Die Gersteblatter erreichen den urspriinglichen Xanthophyll- 
gehalt nach 15—20 Stunden wieder. Er wird dann nicht iiberschritten. Da- 
gegen steigt der Xanthophyllgehalt beim Mais bis zum Versuchsende weiter 
an. Nach 48 Stunden ist er etwa doppelt so grof wie zu Versuchsbeginn. 
Das Carotin nimmt bei beiden Arten bis zum Ende des Versuchs zu; in der 
zweiten Halfte der Versuchszeit ist die Produktion jedoch verlangsamt. Das 
Verhilinis x zu c betragt zu Anfang fiir Mais und Gerste etwa 16, fallt mit 
der Linge der Belichtungszeit und erreicht nach 20 Stunden den normalen 
Wert um 2. 


Der Quotient = 


2 ist anfangs niedrig (Gerste 4,8; Mais 1.8) und wird 
dann gréRer. Bei der Gerste erreicht er den Endwert (7—8) schon nach 
15 Stunden, wahrend er sich beim Mais erst nach 28 Stunden einstellt 
(etwa 6). Zusammenfassend ist iiber die Pigmentbildung bei beiden 
Gramineenarten zu sagen, daff sie prinzipiell gleich verlauft. Der Mais er- 
reicht fiir alle Pigmente einen héheren Gehalt; die Bildungsgeschwindigkeit 
ist aber gegeniiber der Gerste zu Anfang verzégert, so da die Quotienten 
der einzelnen Farbstoffe erst spiater (nach 20 Std.) als bei der Gerste (15 Std.) 
normal werden. 

Die Assimilationsleistung steigt mit einsetzender Belichtung sofort steil 
an. Ebenso wie bei den Chlorophyllen sind die Werte fiir den Mais niedri- 
ger als die der Gerste. Die Gerste iiberschreitet den Kompensationspunkt 
etwa nach 2 (Abb. 10), der Mais erst nach 3 Stunden (Abb. 11). Die gréRte 
photosynthetische Leistung setzt bei der Gerste schon nach 15 (3,9 mg CO,/h), 
beim Mais (5,4mg CO./h) erst nach 20 Stunden ein. Gegen Ende des Ver- 
suchs fallt die Assimilation bei beiden Arten ab. Interessant ist das Ver- 
halten der Atmung wihrend des Ergriinungsprozesses. Vor der Belichtung 
betragt sie fiir beide Versuchspflanzen etwa 0,4mg CO,/h. Dieser Wert 
nimmt in der ersten Zeit der Belichtung um etwa 50% auf 0,6mg CO,/h zu. 
Dieser Anstieg ist jedoch beim Mais gegeniiber der Gerste wiederum ver- 
zogert. Die Gerste erreicht diesen Wert schon nach 5, der Mais erst nach 
15 Stunden. Nach einer etwa 24stiindigen Belichtung fallt die Atmung wie- 
der auf ihren Ausgangswert ab. Der Abfall der Gesamtassimilation nach 
2 und 3 Tagen ist teilweise auf diese Verminderung der Atmungsintensitat 
zuriickzufiihren. Die letzte Spalte der Tabellen enthalt die von WilI- 
statter und Stoll (1918) eingefiihrte Assimilationszahl, sie ist das Ver- 
haltnis zwischen Assimilationsleistung und Chlorophyligehalt. In der eige- 
nen Arbeit ist die Assimilationsleistung auf den Gehalt an Chlorophylla 
bezogen worden. 

Um ein Maf® fiir die erreichten Entwicklungsstadien der Chloroplasten 
wahrend des Ergriinungsprozesses zu erhalten, wurden die Chloroplasten 
in dem Zeitpunkt, in dem die ergriinenden Blatter ihre maximale Assimila- 
tion erreichten, mikroskopisch untersucht: also nach 13 (Gerste) bzw. 20 Stun- 
den (Mais) Belichtungszeit. Es stellte sich heraus, da bei beiden Versuchs- 
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pflanzen die Granastruktur der Chlorophyllkérner véllig ausgebildet war. 
Auch beim Vergleich der nach Etiolement ergriinten Chloroplasten mit Pla- 
stiden der Blatter der gleichen Art, die bei natiirlichen Belichtungsverhialt- 
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Abb. 11. Ausbildung der Plastidenpigmente. Assimilationsleistung und Atmung 

belichteter etiolierter Maisprimarblitter wahrend des Ergriinungsprozesses. Zu 

Versuchsbeginn sind die Keimlinge 15 Tage alt. Lichtintensitat 5000 Lux, waihrend 
der Assimilationsleistung zweimal 20.000 Lux. Temperatur 28° C. 


nissen aufgewachsen waren, zeigten sich weder in der Groéfe noch in der 
Granastruktur Unterschiede. Lediglich die Griinfarbung der Chloroplasten 
der Vergleichspflanzen war etwas intensiver. 
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c) Diskussion 


Die eigenen, den zeitlichen Verlauf der Pigmentausbildung in etiolierten 
Blattern von Hordeum sativum und Zea Mays bei Belichtung betreffenden 
Ergebnisse sind eine Bestatigung der von Seybold und Egle (1938) an 
verschiedenen Versuchspflanzen (Phaseolus vulgaris, Triticum vulgare und 
Lepidium sativum) gefundenen Werte. Zweck der eigenen Untersuchung 
war es, den Anstieg des Blattpigmentgehaltes mit dem Anstieg der Assimila- 
tionsleistung und dem Atmungsverhalten zu vergleichen und zwischen die- 
sen Prozessen bestehende GesetzmaRigkeit aufzuzeigen. 

Die Assimilationsleistung steigt wie der Chlorophyllgehalt sofort steil 
an, erreicht aber schon nach 15—20 Stunden ihren maximalen Wert. Nach 
15—20 Stunden haben auch die Verhialtnisse der einzelnen Assimilations- 
pigmente (*, “ : as °) ihren normalen Wert erreicht. Die cytologische 
b’c'c+x 
Analyse ergab, daft zugleich nach dieser Zeit die Chloroplasien ihre normale 
Granastruktur ausgebildet haben. 

Die Ergebnisse der Versuche von Blauuw- Jansen, Komen und Tho- 
mas (1950), die bei belichtetem, achttagigem etioliertem Hafer schon nach 
6 Stunden Belichtungszeit die maximale Asimilation und den normalen Wert 


i i . P 7 - a3 F 
von b festgestellt haben, stimmen mit den eigenen Versuchen nicht iiberein. 


Doch gibt ihre Arbeitsmethode zu Bedenken Anlaf, denn die Assimilations- 
messungen erfolgten an zerschnittenen Blattern nach der Warburgmethode. 
Die Blatter ergriinten an der Pflanze bei der Lichtstarke von 1000 Lux; bei 
dieser Lichtstirke sind bei den eigenen Versuchspflanzen die Spaltéffnungen 
nach so kurzer Zeit noch véllig geschlossen. Nach Gassner und Goetze 
(1934) geht aber die Assimilationsleistung und die Transpiration der Blatter 
parallel. In dem von den drei hollandischen Autoren verwendeten Zustand 
der Blatter ist zweifellos keine maximale Transpiration und damit auch 
keine maximale Assimilation méglich. Ihre absoluten maximalen Assimila- 
tionswerte (8 ml1/O,/h/100 mg Frischmaterial) entsprechen etwa 250 bis 
300 mg CO,/100 cm? Blattflache. Solche auferordentlich hohe Assimilations- 
werte sind in der Literatur noch nicht publiziert (vgl. Willstatter und 
Stoll 1918). 

Der Abfall der Assimilationszahl bei héheren Pigmentgehalten wurde 
auch von anderen Autoren nachgewiesen (Willstatter und Stoll 1918, 
van Hille 1938, Baumeister 1952b). Ebenso schwankt das Verhiltnis 
zwischen Assimilationsleistung und Chlorophyllgehalt bei verschiedenen 
Arten sehr (Arnold und Kohn 1934, Willstatter und Stoll 1918, 
Emerson 1929, Fleischer 1934, Gassner und Goetze 1934, Gess- 
ner 1943 u. a.). Aurea-Varietaten haben immer eine sehr groke Assimila- 
tionszahl; in normalen Blattern ist das Chlorophyll im UberschuB vor- 
handen. Gabrielsen (1948) beweist, daB diese Folgerung nur fiir die 
Assimilation im ,Starklicht* gilt. Bei geringen Pigmentgehalten ist die 
Assimilation bei schwachen Lidhtintensitaiten bedeutend starker herab- 
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gesetzt als in Bliattern mit groBem Chlorophyligehalt. Gabrielsen be- 
zeichnet daher den Chlorophyllgehalt als einen ,Schwachlichtfaktor* der 
Assimilation. Auf Grund der eigenen Ergebnisse muff aber festgestellt wer- 
den, daf bei sehr geringen Chlorophyllgehalten, wie sie in den ergriinenden 
etiolierten Blattern in der ersten Zeit der Belichtung auftreten, der Chloro- 
phyllgehalt auch als ,,Starklichtfaktor“ wirksam ist. Dabei muf noch be- 
riicksichtigt werden, da der Spaltéffnungszustand in den ersten 15 bis 
20 Stunden eine Abhangigkeit vom Chlorophyllgehalt zeigt, wie schon 
Gassner und Goetze (1934) vermuten. Erst mit Erreichen der vollen 
Assimilationsleistung haben die SchlieRzellen der Spalt6ffnungen ihr volles 
Bewegungsvermégen erreicht. Auch eine geringe Offnungsweite der Stomata 
kann eine Behinderung der Assimilation bedingen. 

Die Steigerung der Atmungsintensitat um etwa 50% wiahrend der 
Periode der starksten Blattfarbstoffsynthese und der Ausbildung des vollen 
Assimilationsvermégens muf wohl auf einen erhéhten Energieverbrauch 
fiir den Aufbau des Assimilationsapparates zuriickgefiihrt werden. 


V. Pigmentgehalt, Assimilationsleistung und Atmung ergriinter etio- 
lierter Primarblatter und der Primarblatter unter normalen Belich- 
tungsverhialtnissen aufgewachsener Vergleichspflanzen von Mais 


Der Vergleich der Plastiden in ergriinten etiolierten Blattern mit den 
Chloroplasten in Blattern von Vergleichspflanzen derselben Art, die unter 
normalen Belichtungsverhialtnissen aufgewachsen waren, hat gezeigt, daf 
die Plastiden in beiden Fallen morphologisch véllig gleich sind (Strugger 


1937, 1950: BGing 1953). 

Es sollte daher im Rahmen der eigenen physiologischen Untersuchungen 
versucht werden, die Assimilationsleistung, die Atmung und den Pigment- 
gehalit der ergriinten etiolierten und der normal ergriinten Blatter zu ver- 
gleichen, um festzustellen, wieweit auch hier die gleiche Ubereinstimmung 
vorliegt. Auf Grund der Untersuchungen von Willstatter und Stoll 
(1918) wissen wir, da der Pigmenigehalt und die Assimilation in jungen, 
wachsenden Blattern von Laubbaumen und Strauchern anfangs eine starke 
Zunahme erfahren. Wahrend dann der Pigmentgehalt weitgehend konstant 
bleibt, fallt die Assimilationsleistung wieder ab. Es ist also schwierig, den 
Zeitpunkt zu wahlen, an dem die physiologische Leistung der normal er- 
griinten mit der Leistungsfahigkeit der nach Etiolement ergriinten Primar- 
blitter vergleichbar ist bzw. verglichen werden darf. Weiter kommt er- 
schwerend hinzu, daft auch die Ausbildung der Blattpigmente in belichteten 
etiolierten Blattern stark von der Lange der Dunkelkultur abhingig ist 
(Rudolf 1934, dort auch weitere Literatur). Es war daher erforderlich, den 
Einflu® des Blatialters auf die untersuchten physiologischen Prozesse bei 
unter normalen Belichtungsverhaltnissen aufgewachsenen Blattern zu unter- 
suchen. Zum anderen mufte der EinfluB der Lange der Dunkelkultur auf 
die Ausbildung der Plastidenpigmente und der Assimilationsleistung be- 
lichteter etiolierter Blatter bestimmt werden. Die jeweils héchsten Pigment- 
gehalte und Assimilationswerte sollen dann fiir den Vergleich der physio- 
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logischen Leistung der ergriinten etiolierten und der normal ergriinten Blit- 
ter herangezogen werden. 

Prinzipiell kann festgestellt werden, da die Pigmentbildung, die Assi- 
milation und die Atmung der Primarblatter von Gerste und Mais unter den 


Tab. 13. Abhangigkeit der Pigmentbildung, der Assimilationsleistung und der 
Atmung normal ergriinter Primarblatter der Gerste von ihrem Lebensalter (Zeit 
in Tagen von der Aussaat an). 


Belichtungszeit taglich 17 Stunden. Pigment in mg/100 cm? Blattfliche. Temperatur 
28°C, Lichtintensitét 5000 Lux, wahrend der Assimilationsmessungen zweimal 
20.000 Lux. 





, baa +b! Ap. DS. 
Alter nach der ‘ : * Ap Atm. Ges 


Aussaat ; c c+x Ass. Ass. 





0,901 | 0,429 | 0,064 | 0,132 | 2,10 | 2,06 | 6,79 | 1,43 | 1,28 | 2,71 
0,952 | 0,445 | 0,067 | 0,146 | 2,14 | 2,18 | 6,55 | 3,14 | 0,75 | 3,89 
0,998 | 0,410 | 0,080 | 0,138 | 2,43 | 1,73 | 646 | 2,96 0,88 3,84 
1,047 | 0,429 | 0,103 | 0,175 | 2,44 | 1,70 | 5,31 | 2,70 | 0,27 | 2,97 


angewandten Versuchsbedingungen die gleichen Tendenzen aufweisen. Je- 
doch sind die Werte beim Mais bedeutend hoher als bei der Gerste. 

Beide Versuchspflanzen zeigen bei taglicher 17stiindiger Belichtung von 
der Aussaat bis zum Versuchsende eine laufende Zunahme der Blattpig- 
mente. Bei der Gerste steigt die Assimilation bis zum 8. Tage nach der Aus- 
saat an, bleibt 2 bis 3 Tage konstant und fallt dann wieder ab. Beim Mais 


Tab. 14. Abhangigkeit der Pigmentbildung, der Assimilationsleistung und der 
Atmung belichteter etiolierter Primarblatter der Gerste von der Linge der Dunkel- 
kultur (Zeit in Tagen von der Aussaat an). 


Belichtungszeit 3 Tage. Pigment in mg/100 cm? Blattflache. Atmung und Assimila- 
tion in mg CO,/100 cm? Blattflaiche. Temperatur 28°C, Lichtiniensitaét 5000 Lux, 
wihrend der Assimilationsmessungen zweimal 20.000 Lux. 





Dauer der Dunkel- z | x a+b Ap. 


kultur in Tagen ° 4 - cp x| Ass. Atm. 





12 0,330 | 0,155 | 0,044 | 0,087 | 2,13 | 1,98 | 3,70 | 1,99 | 0,24 | 
0,708 0,263 0,047 | 0,082 2,69 | 1,74 | 7,53 | 2,86 0,41 
1,140 | 0,500 | 0,076 | 0,164 | 2,28 | 2,16 | 6,83 | 3,28 0,43 





wurde nur ein Abfall der Assimilationsleistung festgestellt. Wahrscheinlich 
haben die Maisprimarblatter den Anstieg der Assimilation schon beendet. 
bevor die Blatter véllig entfaltet sind: also noch vor der ersten Bestimmung 
nach 11 Tagen. Die eigenen Versuche an Getreidepflanzen decken sich mit 
den Feststellungen von Willstatter und Stoll (1918) an jungen Blatiern 
von Laubbaumen: auch hier wurde zuerst ein Anstieg, dann ein Abfall der 
Assimilationsleistung festgestellt. Die Versuche von Baumeister (1952 b) 
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kénnen zum Vergleich nicht herangezogen werden, da die Blatter erst nach 
Beendigung des Wachstums untersucht werden. 

Der starke Abfall der Atmung wihrend des Versuchs ist sehr aufschlub- 
reich. Es ist wohl anzunehmen, daf die grofe Atmungsintensitat wahrend 


Tab. 15. Abhangigkeit der Pigmentbildung, der Assimilationsleistung und der 
Atmung normal ergriinter Maisprimarblatter von ihrem Lebensalter (Zeit in Tagen 
von der Aussaat an). 


Belichtungszeit taglich 17 Stunden. Pigment in mg/100 cm? Blattflache. Atmung und 
Assimilation in mg CO,/100 cm? Blattflache. Temperatur 28° C, Lichtintensitiat 
5000 Lux, wihrend der Assimilationsmessungen zweimal 20.000 Lux. 





’ r 


Alter nach der a ae oe +b! Ap. Atm 
Aussaat ec c+x| Ass. | ~ * | Ass. 





11 1,707 | 0,618 0,162 | 0,286, 2,76 | 1,77 | 5,19 | 8,83 | 0,74 | 9,57 
13 | 2,029 | 0,701 | 0,164 | 0,291 | : 1,77 | 6,00 | 8,38 | 0,93 | 9,31 


15 2,430 | 0,836 | 0,225 | 0,386 2,91 | 1,72 | 5,35 | 4,78 | 0,43 | 5,21 
17 2,369 0,803 0,212| 0,397 2,95 | 1,79 6,23 | 4,36 | 0,33 4,69 


der ersten Zeit der Belichtung durch den Energieverbrauch fiir das starke 
Wachstum und die Ausbildung des photosynthetischen Apparates bedingt 
ist. Mit nachlassendem Wachstum fallt die Atmung wieder auf ihren ur- 
spriinglichen Wert. Willstatter und Stoll (1918) fanden ebenfalls 
einen starken Abfall der Atmung mit Beendigung des Wachstums der Blat- 
ter. Bei schnell wachsenden Friihjahrspflanzen siellte Baumeister 


Tab. 16. Abhangigkeit der Pigmentbildung, der Assimilationsleistung und der 
Atmung belichteter etiolierter Maisprimarblatter von der Linge der Dunkelkultur 
(Zeit in Tagen von der Aussaat an). 


Belichtungszeit 3 Tage. Pigment in mg/100 cm? Blattflache. Atmung und Assimila- 
tion in mg CO,/h/100 cm? Blattflache. Temperatur 28°C, Lichtintensitaét 5000 Lux. 
wihrend der Assimilationsmessungen zweimal 20.000 Lux. 





Dauer der Dunkel- 2 a-+b| Ap. Ges. 
kultur in Tagen ° e+x| Ass. aim Ass. 





17 0,542 0,250 | 0,055 | 0,079 2 - 5,91 | 4,62 0,46 5,08 

15 0,889 0,371 | 0,070 | 0,154 2, 2,2 5,63 | 4,61 0,38 4,99 

13 1,475 | 0,542 | 0,113 0,198 | 2,72 s7é 6,49 | 8,05 | 0,67 | 8,72 
| - ' 


(1952 b) gleichfalls eine stark erhéhte Atmung fest, die im Durchschnitt noch 
bedeutend intensiver ist als bei den eigenen Versuchen. Aus den Tab. 14 
und 16 ist eine starke Abhangigkeit der physiologischen Leistungsfahigkeit 
der ergriinten etiolierten Blatter von der Lange der Dunkelzeit ersichtlich. 
Beim Mais betragt die nach dreitaigiger Belichtungszeit gebildete Pigment- 
menge nach 17 Tagen vorhergehender Dunkelkultur nur noch etwa ein 
Driitel der Menge, die nach 13tagiger Dunkelzeit gebildet wird. Je kiirzer 
der Aufenthalt im Dunkelraum ist, um so gréBer ist die physiologische 
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Leistungsfahigkeit. Daraus muf geschlossen werden, daf die Blatter bei 
lingerem Aufenthalt im Dunkeln stark geschaidigt werden. Die Assimila- 
tionsleistung der Blatter ist jedoch relativ hoch. Sie fallt aber ebenso wie 
die Atmung mit der Verlangerung der Dunkelkultur ab. Die héchste Assi- 
milationsleistung der normal ergriinten Pflanzen betragt beim Mais 9,57 
und bei der Gerste 3,89 mg CO.,/h, wahrend sie bei den nach Etiolement 
ergriinten Pflanzen beim Mais 8,72 und bei der Gerste 3,71 mg CO,/h aus- 
macht. Es kann also als gesichert angesehen werden, da nach kurzer Dun- 
kelkultur die Assimilation der ergriinten etiolierten Blatter die gleiche In- 
iensitait erreicht wie die der normal ergriinten Blatter. Die Gersteblitter 
haben nach kurzer Dunkelkultur einen héheren Chlorophylligehalt als die 
normal ergriinten Blatter. Die gelben Pigmente bleiben aber hinter dem 
Gehalt der normal ergriinten Blatter zuriick. Der Pigmentgehalt der er- 
griinten etiolierten Maisprimarblatter ist dagegen immer weit geringer 
als der der normal ergriinten Versuchspflanzen. 

Damit ist die Identitat der Plastiden in ergriinten etiolierten und in 
normal ergriinten Blattern auch in physiologischer Hinsicht weitgehend 
sichergestellt. 


Zusammenfassung 

1. Die quantitative Bestimmung der vier Blatipigmente erfolgte nach 
der chromatographischen Trennung auf Kartoffelstirke photometrisch mit 
dem Leitz-Photometer Leifo K. 

2. Der Einflu® von Lichtintensitat, Temperatur und der Alkaliionen 
wurde an abgeschnittenen etiolierten Rapscotyledonen untersucht. Die 
Pigmentbildung in abgetrennten Rapskeimblattern ist nur geringfiigig 
gegeniiber der in Cotyledonen an der intakten Pflanze verzégert. 

3. Das Optimum fiir die Ausbildung der Chlorophylle liegt etwa bei 
1000 Lux. Von da fallt die Kurve zu niedrigen Lichtintensitaten sehr steil. 
zu héheren flach ab. Die Carotinoide, besonders das Xanthophyll, werden 
oberhalb des Chlorophylloptimums mit zunehmender Lichtstarke verstarkt 
ausgebildet. 

4. Das Temperaturoptimum fiir die Ausbildung von Chlorophyll a, 
Chlorophyll b und Carotin befindet sich bei 28°C. Die Ausbildung des 
Xanthophylls ist etwa bei 35°C optimal. Das Temperaturmaximum fiir 
die Chlorophylle hat einen Wert von wenig iiber 40°C; bei dieser Tem- 
peratur werden die Carotinoide noch stark ausgebildet. Unterhalb der 
Opiima verringert sich die pro Zeiteinheit gebildete Menge der Farbstoffe 
mit fallender Temperatur nur langsam. Bei niedrigen Temperaturen und 
gleichzeitig mittleren Lichtintensitaten, ebenso bei hohen Lichtintensitaten 
und gleichzeitig mittleren Temperaturen ist eine starke Anthocyanbildung 
festzustellen. 

5. Die Befunde werden in Ubereinstimmung mit der Theorie von R u- 
dolf, der die Carotinoide als Chlorophyllvorstufe betrachtet, so gedeutet, 
daf unter diesen Bedingungen der Verbrauch der Carotinoide fiir die 
Chlorophyllsynthese blockiert ist, wiihrend die Bildung der Carotinoide 
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unbehindert weiterliuft. Die eigenen Ergebnisse sind eine Stiitze fiir die 
Hypothese Rudolfs. Die starke Ausbildung der gelben Pigmente unter 
extremen Bedingungen kann auch im Sinne der Chlorophyllschutzfunktions- 
hypothese der Carotinoide von ILwanowski gedeutet werden. 


6. Die Blatichen wurden mit den Lésungen der Alkalisalze im Vakuum 
infiltriert. Die Alkaliionen hemmen die Blattpigmentausbildung vollstandig 
in folgenden Konzentrationen: LiCl 0.4 n: RbCl und CsCl 0,15 n; NaCl und 
KCI 0,30n. Bei allen Alkaliionen ist der Abfall der Pigmentbildung pro 
Zeiteinheit mit steigender Konzentration der Lésungen annahernd linear. 
Alle vier Plastidenfarbstoffe werden immer gleichmafig beeinfluBt, so daf 
das mengenmiafige Verhaltnis der Pigmente zueinander immer gleichbleibt. 
Fiir alle Farbstoffe gilt bei gleicher Konzentration der Alkalichloridlésungen 
die Reihe (nach zunehmender Giftwirkung angeordnet): Na, K<Cs< 
Rb < Li. Da die Bildung aller vier Pigmente immer gleichsinnig beeinfluRt 
wird, muf eine allgemeine Wirkung der Ionen auf den gesamiten Proto- 
plasten angenommen werden. 

7. Die Assimilations- und Atmungsmessungen wurden mit dem Ultrarot- 
Absorptionsschreiber durchgefiihrt. Die belichteten etiolierten Mais- und 
Gersteprimarblatier haben nach 15—20stiindiger Belichtungszeit ihre volle 
Assimilation erreicht, wahrend der Blattpigmentgehalt noch weiter zu- 
nimmt. Zu diesem Zeitpunkt haben die Quotienten der Plastidenpigmente 
(*; - at) ihren normalen Wert angenommen; zugleich ist die Grana- 

b’c’e+x 

struktur voll ausgebildet. Jetzt haben auch die SchlieBzellen der Stomata 
ihr volles Bewegungsvermégen erlangt. In den ersten Stunden der Belich- 
tung 6ffnen sich die Spaltéffnungen auch bei den starksten Lichtintensitaten 
nicht. Es muB also ein Zusammenhang zwischen Pigmentgehalt und Spalt- 
Offnungszustand angenommen werden. Wahrend der etwa 15—20 Stunden 
dauernden Zeitspanne der starksten Blattpigmentsynthese und der gleich- 
zeitigen Ausbildung des vollen Assimilationsvermégens ist die Atmung um 
rund 50% erhoht, sie fallt dann wieder auf den normalen Wert ab. 

8. Der Pigmentgehalt der Primarblatter beider Versuchspflanzen nimmt 
beim Wachstum der Keimlinge unter normalen Belichtungsverhalinissen 
etwa 2—3 Wochen laufend zu. Dagegen zeigt die Assimilation ungefahr bis 
zum 10. Lebenstag einen Anstieg und fallt dann ab. Die Atmung ist zu- 
nachst sehr intensiv und la&t mit fortschreitender Zeit erheblich nach. 

9. Je groéRer die Zeitdauer der Dunkelkultur ist, um so geringer sind 
nach dreitagiger Belichtung der Pigmentgehalt, die Assimilationsleistung 
und die Atmungsintensitat. 

10. Primarblatter nur kurze Zeit im Dunkeln kultivierter Keimlinge er- 
reichen die gleiche Assimilationsleistung wie die normal ergriinten Blatter. 
Der Pigmentgehalt der nach Etiolement ergriinten Blatter der Gerste ist 
etwa so groft wie der der normal aufgewachsenen Blatter; beim Mais ist er 
jedoch immer viel niedriger als in den Kontrollpflanzen. Damit ist die Iden- 
titat der Plastiden. in ergriinten etiolierten und normal ergriinten Blattern 
auch in physiologischer Hinsicht weitgehend sichergestellt. 





W. Schleep 
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A. Einleitung 


Seit den klassischen Untersuchungen von N a ge 1i (1846) iiber .,blaschen- 
formige Gebilde im Inhalt der Pflanzenzelle* wurden im steigenden Make 
experimentelle Untersuchungen an Chloroplasten durchgefiihrt. Da Niageli 
die Chloroplasten als Blaschen mit einer distinkten Membran beschrieb, lag 
es nahe, durch Behandlung dieser Plasmaeinschliisse mit hypo- und hyper- 
tonischen Medien naheren Aufschluf# iiber ihre Struktur zu erhalten. So 
findet man bei fast allen Untersuchern mehr oder weniger ausfiihrliche Be- 
schreibungen der Veranderungen, welche die Chloroplasten unter der Ein- 
wirkung verschiedener plasmolytisch wirksamer Medien erleiden. Einen 
breiten Raum nehmen die Untersuchungen der Vakuolisationserscheinungen 
ein, die zuerst von G6ppert und Cohn (1849) an Nitella nach Behand- 
lung mit Leitungswasser beobachtet wurden. Eine zusammenfassende Uber- 
sicht iiber Vakuolisationserscheinungen gibt K iister (1937). 

In der vorliegenden Arbeit soll die GréRenanderung bei Plasmolyse und 
Deplasmolyse und die Strukturanderung der Chloroplasten in wisserigen 
Medien untersucht werden. 


B. Material und Methode 


Als Untersuchungsobjekt dienten die Blatter von Agapanthus umbellatus 
L’Herit. Standen die Pflanzen waihrend der Sommermonate an einer schat- 
tigen Stelle im Freien, im Winter im Gewichshaus, so zeichneten sich die 
Chloroplasten durch ihre GréRe, deutliche Granastruktur und Starkefreiheit 
fiir die Untersuchungen als hervorragend geeignet aus. 

Mit einem Rasiermesser wurden von der Blattunierseite etwa 20 mm2 
groke Flachenschnitte aus dem voll ergriinten Teil des Blaties hergestellt. 

Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 31 
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Diese wurden mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe im Vakuum mit dem 
Untersuchungsmedium infiltriert und von der Schnittseite her beobachiet. 
Wiahrend der Dauer des Versuches wurden die Schnitte in Deckelschalchen 
(10 cm’) aufbewahrt, aus denen sie zur Beobachtung unter gréfter Schonung 
des Objektes entnommen wurden. 

Da bei der Herstellung der Schnittpraparate stets ein Teil der Zellen 
geschidigt wird, war es notwendig, die untersuchten Zellen vor der Behand- 
lung sorgfaltig auf ihre volle Vitalitat zu priifen. Als Kriterien dienten die 
Plasmastrémung, die Struktur des Kernes und die hantelférmige Gestali 
der Chondriosomen. Um eine sekundire Schidigung durch die ausgetretene 
Vakuolenfliissigkeit der verletzten Zellen zu verhindern, wurde der Schnitt 
sorgfaltig in Leitungswasser gewassert. Ferner wurde darauf geachtet, da 
die ausgewahlten Zellen nicht in unmittelbarer Nachbarschaft von beschidig- 
ten Zellen lagen. 

Fiir die Herstellung der Lésungen wurden ,,p.a.“-Chemikalien der 
Firma Merck (Darmstadt) und iiber Quarz destilliertes Wasser verwendet. 
Die einzelnen Konzentrationsstufen der Lésungen wurden, von einer 1 mol. 
Stammlésung ausgehend, durch Verdiinnen hergestellt. 

Fiir die mikroskopischen Untersuchungen stand das binokulare For- 
schungsmikroskop BST 29/79 von Leitz mit den Objektiven 1/12 Ol, num. 
Ap. 1.30, 100: 1 und 1/16 Fl Ol, num. Ap. 1.32, 114: 1 und den Periplanoku- 
laren 6X, 8X und 10X zur Verfiigung. Als Lichtquelle diente die Monlafix- 
Niedervoltlampe von Leitz. Fiir die Mikroaufnahmen wurde eine Leica in 
Verbindung mit dem Mikroaufsatz von Zeiss-Winkel verwendet. Die Zeich- 
nungen fiir die Gréfenmessungen an Chloroplasten wurden mit dem 
Zeichenapparat nach Abbé von Leitz angefertigt und mit dem Polarplani- 
meter der Firma A. Ott, Kempten, ausgemessen. 


C. Gréfenainderung der Chloroplasten bei Plasmolyse 


Wird eine lebende Zelle plasmolysiert, so findet ein Konzentrationsaus- 
gleich zwischen AuBenmedium und Vakuolenfliissigkeit statt. Parallel dazu 
muf sich jedoch auch ein Gleichgewicht zwischen AuBenmedium und Binnen- 
plasma einschlieBlich der darin liegenden Zellorganelle einstellen. Bei der 
gelartigen Konsistenz dieser Gebilde mite der Vorgang durch eine 
Volumenabnahme zum Ausdruck kommen. Fiir den Zellkern konnte A bele 
(1951) die Volumenverminderung bei Plasmolyse nachweisen. Bei den Pla- 
stiden wurde eine gleiche Reaktion bisher nur an den grofen Chromato- 
phoren der Algen untersucht (De Vries 1889; Senn 1908; Gicklhorn 
1933; Cholnoky 1935; Kiister 1937; Eibl 1939; Osterhout 
1946 a, b, 1947, 1948). Eine GréRenabnahme der Chloroplasten héherer 
Pflanzen war danach wohl zu erwarten, wurde bisher jedoch nicht nach- 
gepriift. Lediglich K iister (1937) schreibt in diesem Zusammenhang: .,Es 
mag schwer sein, bei kleinen Chlorophyllscheibchen sich iiber eine durch 
Entquellung veranla&te Volumenabnahme Rechenschaft zu geben.“ 

Bei der mikroskopischen Untersuchung des linsenférmigen Chloroplasten 
von Agapanthus umbellatus L’Herit. kann man als scharfe Begrenzung nur 
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die Projektion der Oberflache beobachten, die in der Aufsicht als mehr oder 
weniger runde Scheibe, in der Seitenansicht als flache Ellipse erscheint. Bei 
den vorliegenden Untersuchungen wurden die Chloroplasten in der Auf- 
sicht beobachtet und die GréBen der Flachen gemessen. Eine Gréenande- 
rung der Flache kann jedoch auf zwei Wegen erfolgen. Einmal kann der 
Chloroplast seine normale Linsenform behalten und durch gleichmafige 
Entquellung sein Volumen verkleinern. Zum anderen ist es aber auch még- 
lich, da sich der Chloroplast ohne Volumenanderung abkugelt und dadurch 
in der Aufsicht kleiner erscheint. Nur im ersten Fall sind Flachenmessungen 
als Kriterium einer Volumenainderung méglich. 

Es wurden daher in Vorversuchen die Durchmesser von jeweils 100 bis 
150 Chloroplasten sowohl in der Aufsicht als auch in der Seitenansicht ge- 
messen. Wiirde bei Plasmolyse eine Abkugelung stattfinden, so miiften die 
Durchmesser der Aufsicht abnehmen, die der Seitenansicht aber zunehmen. 
Die Messungen lieBen jedoch erkennen, daff die Chloroplasten in der Auf- 
sicht wohl deutlich kleiner wurden, die Durchmesser der Seitenansicht aber 
keine GréRenzunahme zeigten. Es handelt sich bei der Volumeninderung 
der Chloroplasten also um eine gleichmafige Entquellung. Die dabei her- 
vorgerufene Volumenabnahme betragt jedoch nur wenige Prozente des 
Gesamtvolumens. Daher werden wohl in der Flachenansicht mit der ange- 
wandten Methode mefbare Werte erreicht, in der Seitenansicht dagegen 
liegen die Werte innerhalb der Fehlergrenze. 

Bei den Vorversuchen hatte sich weiterhin gezeigt, da die GréBe der 
Chloroplasten sehr unterschiedlich ist. Will man daher auf statistischem 
Wege zu gesicherten Ergebnissen kommen, miiBte man jeweils eine sehr 
grofe Anzahl von Chloroplasten messen. Dadurch zieht sich jede Messung 
aber so stark in die Lange, daB die Chloroplasten meist geschadigt werden. 
Um dies zu vermeiden, ging ich so vor, daB jeweils bestimmte Chloroplasten 
einer bestimmten Zelle ausgewahlt wurden, an denen dann die gesamte 
MeBreihe durchgefiihrt wurde. Der betreffende Gewebekomplex wurde 
skizziert, so daB die ausgewahlte Zelle auch nach dem Aufenthalt des 
Schnittes im Deckelschalchen mit Sicherheit wieder erkannt werden konnte. 
Die Form der Zelle mufte dabei so beschaffen sein, da® mehrere Chloro- 
plasten vollig parallel zur Oberflache lagen und bei der Plasmolyse nicht 
seitlich gekippt wurden. da dann die Projektion ihres Umrisses eine 
Flachenabnahme vortauschen konnte. 

Ein Flachenschnitt der Blattunterseite von Agapanthus umbellatus 
L’Herit. wurde mit Leitungswasser infiltriert und eine Zelle aus dem Meso- 
phyllgewebe ausgewahlt. Mit Hilfe des Zeichenapparates wurde die Zelle 
mit den Chloroplasten bei Beobachtung mit der 1/16 Fl Olimmersion im 
Rotlicht gezeichnet und ihre Flacheninhalte mit dem Polarplanimeter be- 
stimmt. 

Der Plasmolysegrad wurde nach Héfler (1918) berechnet. Danach er- 
gibt sich der Plasmolysegrad der Zelle (G,) aus dem Volumenverhaltnis des 
plasmolysierten Protoplasten (V,) zur entspanniten Zelle (V.). Da im vor- 
liegenden Falle die Flachen gemessen wurden, lautet die entsprechende 
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Formel: G,—F,:F,. In gleicher Weise wurde auch der Entquellungsgrad 
der Chloroplasten (G,,,) bestimmt. Dieser ergibt sich aus dem Fliichen- 
verhaltnis der unbeeinflu&ten Gréfe in Leitungswasser (F,,,,) zu der GréBe 
im Plasmolytikum (Fp), d. h. Gey, =F p,: F,,. Die Ergebnisse wurden gra- 
phisch dargestellt, wobei der Plasmolyse- bzw. Entquellungsgrad auf der 
Ordinate und die Plasmolysezeit auf der Abszisse abgetragen wurden. 
Um die Megenauigkeit der Methode festzustellen, wurden Messungen 
in schwach hypotonischer CaCl,-Liésung durchgefiihrt. Der mittlere Fehler 
>(f?) 


des Mittelwertes (F,,) wurde nach der Formel F 
/ n(n—1) 


= bestimmt. 


Er betrug bei 30 Messungen + 0.5%. 

Als Plasmolytikum wurden Lésungen von Rohrzucker, der Chloride der 
Alkalimetalle und von CaCl, in dest. Wasser verwendet. Die Konzentra- 
tionen wurden so gewahlt, daf nur eine schwache Plasmolyse eintrat. Sie 
lag im Durchschnitt um 0,13 mol. Rohrzucker iiber dem osmotischen Wert 
der Zelle. Bei kraftiger Plasmolyse rundet sich der Protoplast namlich so 
stark ab, daf fast alle vorher parallel zur Oberflache liegenden Chloro- 
plasten seitlich gekippt werden und nicht mehr exakt gemessen werden 
kénnen. Die Schnitte lagen in Deckelschalchen im Plasmolytikum und wur- 
den nur zur Messung vorsichtig herausgenommen. Es wurde besonders dar- 
auf geachtet, daB das Deckglas die Zelle nicht preBte und dadurch eine 
Deplasmolyse vortauschte. 

a) Rohrzucker 

Um die durch reine Plasmolysewirkung hervorgerufene Verdanderung 

zu untersuchen, wurden Messungen in 0.6 mol. Rohrzucker durchgefiihrt. 
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Abb. 1. Plasmolyseverlauf in 0,6 mol. Rohrzuckerlésung. 
Zelle: . Chloroplast: ———. 


Parallel zum Plasmolysegrad der Zelle sank der Entquellungsrad der 
Chloroplasien ab, wie aus der graphischen Darstellung (Abb. 1) klar er- 
sichtlich ist. 
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Wurde eine Zelle nach einer Plasmolysezeit von einer Stunde wieder 
in Leitungswasser iibertragen, so erreichen nach kurzer Zeit sowohl die 
Zelle als auch die Chloroplasten ihre urspriingliche GréBe wieder (Abb. 2). 


Dehnt man die Plasmolysezeit auf mehrere Tage aus, so verhalt sich 
der anfingliche Plasmolyseverlauf wie beschrieben. Der Plasmolysegrad 
der Zelle als auch der Entquellungsgrad der Chloroplasten erreichen 
schnell einen bestimmten Endwert. Dieser bleibt bei den Plastiden jedoch 
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Abb, 2. Plasmolyse in 0.6 mol. Rohrzucker, nach 1 Std. Deplasmolyse der Zelle 
in Leitungswasser. 
Zelle: . Chloroplast: ———. 


nicht unbegrenzt erhalten. Nach ca. 12 Stunden setzt eine erneute Gréfen- 
abnahme ein, die jetzt aber sehr langsam und kontinuierlich erfolgt. Wah- 
rend der Kurvenverlauf am Anfang eindeutig auf die Plasmolysewirkung 
zuriickzufiihren ist, handelt es sich bei der weiteren, kontinuierlichen 
GroRenabnahme um eine allgemeine Degeneration der Chloroplasten, die 
durch den Aufenthalt der Zellen in wasserigen Medien hervorgerufen wird 
(Haberlandt 1902). 
b) Calciumchlorid 

Bei Plasmolyse mit CaCl,-Lésungen zeigte der Kurvenverlauf keine 
Unterschiede gegeniiber dem in Rohrzuckerlésung. Nach einer deutlichen 
GréBenabnahme bei Plasmolysebeginn trat keine weitere Veranderung 
mehr ein (Abb. 3). 

Weiterhin wurde untersucht, ob bei steigender CaCl,-Konzentration 
auch eine Steigerung der Gréfenabnahme der Chloroplasten festzustellen 
ist. Zu diesem Zwecke wurden Schnitte des gleichen Blattes mit CaCl.- 
Lésungen plasmolysiert, die von 0,10 mol. bis 0,40 mol. in Konzentrations- 
stufen von 0.05 mol. anstiegen. Die prozentuale Gréfenabnahme von Zelle 
und Chloroplasten wurde bestimmt und graphisch dargestellt, wobei auf 
der Abszisse die Konzentration der Lésung und auf der Ordinate die Pro- 
zente der GréBenabnahme aufgetragen sind. Um einen besseren Vergleich 
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zwischen Zelle und Chloroplasten zu erméglichen, wurden die Prozent- 
werte der Zelle auf ein Viertel verkleinert. Die Kurve (Abb. 4) zeigt, daB 
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Abb. 3. Plasmolyse in 0,2 mol. CaCl,-Lésung. 
Zelle: . Chloroplast: ———. 


im hypotonischen Bereich keine Verainderungen eintreten, waihrend im 
hypertonischen Bereich Zelle und Chloroplasten proportional zum Kon- 


% 0 











és ans - 0,25 0.30 A 0,40 mol 
Abb. 4. Prozentuale Zunahme des Plasmolyse- bzw. Entquellungsgrades bei stei- 
gender CaCl,-Konzentration. Die Prozentzahlen fiir die Zelle sind auf ein Viertel 
verkleinert. 
Zelle: , Chloroplast: ———. 


zentrationsanstieg eine Gréfenabnahme erfahren (osmotischer Wert der 
Zelle 0,20 mol. CaCl,). 
Wurde der Versuch dahingehend variiert, daR® die gleiche Zelle in Ab- 
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standen von 30 Minuten in die jeweils héhere Konzentration iibertragen 
wurde, so zeigte sich das gleiche Ergebnis. 


c) Chloride der Alkalimetalle 


Die mono- und bivalenten Metallionen lassen deutliche Unterschiede 
im Plasmolyseverhalten erkennen (Strugger 1949). Um zu priifen, wie- 
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Abb. 5. Plasmolyse in 0,3 mol. KCl-Lésung. Die Deplasmolyse der Zelle und der 
Riickgang des Entquellungsgrades der Chloroplasien verlauft gleichsinnig. 
Zelle: , Chloroplast: ———. 


weit dies auch fiir die GréReninderung der Chloroplasten zutrifft, wurden 
neben den Experimenten mit Rohrzucker und Calciumchlorid auch Unter- 








T T 

yh 2 

Abb. 6. Zelle in einer 0,3 mol. NaCl-Lésung. Der Plasmolyseverlauf der Chloro- 

plasten (———) l]aRt nach 1 Std. eine Schidigung erkennen. Plasmolyse und De- 
plasmolyse der Zelle ( ) verlaufen dagegen unverdandert. 


suchungen mit den Chloriden der Alkalimetalle durchgefiihrt. Als Beispiel 
sei das Verhalten in einer 0,3 mol. KCl-Lésung beschrieben. Nach Erreichen 
des Endplasmolysegrades der Zelle setzt auf Grund einer Endosmose 
cine langsame Deplasmolyse ein, die nach 4 Stunden zu einem vollstandi- 
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gen Plasmolyseriickgang fiihrte. Die Chloroplasten erreichten im gleichen 
Zeitraum ihre urspriingliche Grée ebenfalls wieder (Abb. 5). 

Bei Verwendung von NaCl, RbCl, CsCl oder LiCl als Plasmolytikum 
konnte nur in wenigen Fallen ein gleicher Plasmolyseverlauf wie in KCI- 
Lésung beobachtet werden. Die schiidigende Wirkung dieser lonen machie 
sich im Verhalten der Chloroplasten sehr stark bemerkbar. Als Beispiel 
sei hier der Plasmolyseverlauf in 0.3 mol. NaCl-Lésung angefiihrt (Abb. 6). 
Die Veriinderungen des Protoplasten zeigten keine Abweichungen gegen- 











T 
th 


Abb. 7. Plasmolyse in 0.3 mol. RbCl-Lisung. Deplasmolyseverlauf der Zelle wie 
in NaCl-Lésung. Die Chloroplasten behalten ihren Entquellungsgrad unveriindert bei. 
, Chloroplast: ———. 


iiber dem in KCl-Lésung beschriebenen Verhalien. Nach Erreichen eines 
Plasmolysemaximums setzt die Deplasmolyse ein, die nach 2 Stunden be- 
endet ist. Im Gegensatz zum Protoplasten zeigten die Chloroplasten je- 
doch nur in der ersten Stunde das typische Plasmolyseverhalten. Nach 
{ Stunde findet eine weitere GréRenabnahme bis zu einem Endwert stait. 
der dann konstant beibehalten wird. Die Plasmastrémung ist sistiert, und 
die Chondriosomen haben sich abgekugelt. An den Chloroplasten selbsi 
sind noch keine morphologischen Veranderungen zu beobachien. 

Die schidigende Wirkung schwach hypertonischer Lésungen von RbCl, 
CsCl und LiCl war noch stirker als bei NaCl ausgepriagt, so daf die Chloro- 
plasten ihre GréRe nach kurzer Zeit bis auf einen konstanten Endwert 
vermindert hatten (Abb. 7). Daher war ein Unterschied in der Wirkung 
dieser Salze untereinander nicht festzustellen. 


d) Mischlésungen 


Nach der Untersuchung der Wirkung reiner Lésungen war eine Ana- 
lyse der GréReninderungen in gemischten Salzlésungen von besonderem 
Interesse. Zu diesem Zwecke wurden KCl- und CaCl,-Lésungen in ver- 
schiedenen prozentualen Verhiltnissen gemischt. Um dabei stets einen 
konstanten osmotischen Wert zu behaltcn, muBten die Lésungen unter Be- 
achtung der isotonischen Koeffizienten (i) der Salze hergestellt werden. 
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Die entsprechenden i-Werte wurden der Arbeit von Fitting (1917) 
entnommen. Sie betrugen fiir KCl = 1,685 und fiir CaCl, = 2,37. Demnach 
entspricht einer 0,3 mol. KCl-Lésung eine 0,195 mol. CaCl,-Lésung. Von 
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Abb. 8. 100% CaCl,. 
Zelle: . Chloroplast: ———. 


einer reinen 0,195 mol. CaCl,-Lésung ausgehend, wurde durch Zugabe von 
steigenden Mengen einer 0,3 mol. KCl-Lésung das prozentuale Verhiltnis 
zugunsten des Kaliumchlorids bis zur Erreichung einer reinen KCI-Lésung 
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Abb. 9. 90% CaCl, + 10% KCl. 


Zelle: . Chloroplast: ———. 


1 


stetig veriindert. An fiinf Konzentrationsstufen sei das Verhalten beschrie- 
ben, die Zwischenwerte ordnen sich harmonisch in die Reihe ein. 


1.100% CaCl, 
Plasmolysegrad der Zelle und Entquellungsgrad der Plastiden sinken 
auf einen bestimmten Wert ab und behalien diesen unverandert bei 


(Abb. 8). 
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2.90% Cati, + 10% KCl 


Die Zelle zeigt schwache Deplasmolyse. Die Chloroplasten vermindern 
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Abb. 10. 50% CaCl, + 50% KCl. Abb. 11. 1% CaCl, + 99% KCl. 
. Chloroplast: ———. Zelle: . Chloroplast: ———. 


ihre GroéBe dagegen nur wenig und haben nach kurzer Zeit ihre Ausgangs- 
gréBe wieder erreicht (Abb. 9). 
3.50% CaCl, +50%KCI 
Die Deplasmolyse der Zelle verlauft jetzt schneller und ist nach 2 Stun- 
den beendet. Die Chloroplasten verindern ihre 
GroRe wihrend der Dauer des Versuches nicht 
(Abb. 10). 
4.1% CaCl, +99% KCI 
Durch den hoheren Gehalt der Lésung an 
K+-lonen verlaiuft die Deplasmolyse der Zelle noch 
schneller. Die Chloroplasten zeigen auch in dieser 
Lésung keinerlei GréBenainderung (Abb. 11). 
5.100% KCl 
Die Chloroplasten veraindern ihre Gréfe parallel 
: zum Plasmolyse- und Deplasmolyseverlauf der 
1» Zelle (Abb. 12). 
Abb. 12. 100% KCL. Sowohl in der reinen CaCl,-Lésung als auch in 
Zelle: . Chloro- der reinen KCl-Lésung veraindern die Chloroplasten 
ihre GréBe in direkter Abhangigkeit vom Plas- 
molysegrad der Zelle. In der Mischlésung geniigt 
jedoch schon ein CaCl,/KCl-Verhaltnis von 1 : 99, um eine GréRenanderung 
der Chloroplasten bei Plasmolyse zu verhindern. 








D. Strukturanderungen der Chloroplasten in wiasserigen Medien 


Neben der beschriebenen Gréfenanderung konnten charakteristische 
Strukturanderungen der Chloroplasten wahrend des Aufenthaltes der Zel- 
len in wasserigen Medien beobachtet werden. 

Untersucht wurde die Wirkung von Rohrzucker, LiCl, NaCl. KCI, RbCl, 
CsCl, CaCl,, KNO, und KSCN in Konzentrationsstufen von 0,05 mol. 
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Da es sich zeigte, da die Art der Strukturinderung von der Art der 
verwendeten Stoffe unabhingig war, sei hier als Beispiel das Verhalten in 
einer dem osmotischen Wert der Zelle isotonischen KCl-Lésung (0.3 mol) 
beschrieben. 


Abb. 13. Zelle unmittelbar nach Uberfiih- Abb. 14. Typische Napfchenbildung bei 
rung des Schnittes in 0.3mol. KCl. Die Flachen- und Profilstellung der Chloro- 
Granastruktur ist geordnet, alle Grana tre- _plasten. Naheres siehe Text. Vergr. 900 X. 
ten gleichmafig stark hervor. Vergr, 900 X. 


1. Unmittelbar nach dem Einwirken der Lésung auf die Zelle werden 
die Grana dunkler und heben sich in ihrer Farbintensitat deutlich vom 
Stroma ab. Die Zelle besitzt noch ihre volle Vitalitat (Abb. 13). 

2. Nach ca. 3 Stunden setzt ziemlich spontan eine Napfchenbildung ein. 


Die Chloroplasten biegen sich dabei halbmondférmig ein (Abb. 14). Die 


Abb. 15.  Flachenstellung der Plastiden. Abb. 16. Profilstellung der Plastiden. Die 
Einzelne Grana treten stark hervor und Streifen werden parallel zur Oberflache 
vereinigen sich. Vergr. 1800 X. ausgebildet. Vergr. 1800 X. 


Offnung ist anfangs von einer schwach nach aufen gewélbten Membran 
verschlossen. Diese platzt jedoch bald, wobei sich der Chloroplast zwar 
etwas streckt, aber als nunmehr offenes Napfchen zuriickbleibt. Die Zelle 
ist irreversibel geschiadigt, die Strémung sistiert, die Chondriosomen haben 
sich abgekugelt. 
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3. Zur gleichen Zeit setzt die Streifenbildung ein. In der Flachenansicht 
kann man dabei beobachten, daB einzelne Grana besonders deutlich hervor- 
treten und gréBer werden. Allmahlich vereinigen sich diese, so da eine 

unregelmaBige Streifung  ein- 
tritt (Abb. 15). In der Profil- 
ansicht verschwindet die Geld- 
rollenstruktur und wird von 
Streifen, die vornehmlich paral- 
lel zur Oberflache liegen. abge- 
lost (Abb. 16). 

4. Die Plastiden verlieren ihre 
feste Begrenzung und verkleben 
unter Quellungserscheinungen 
zu einer einheitlichen, hellgrii- 
nen Masse, in der die Streifen 

Abb. 17. Die streifigen Chloroplasten ver- und vereinzelie Grana dunkel 
kleben zu einer griinen Masse. zum Teil hervortreten. Die Plastidensub- 
vakuole Verquellung von Cytoplasma und = stanz und das dazwischen lie- 

Plastiden. Vergr. 1000 X. gende Plasma verfallt einer va- 
kuoligen Degeneration (Abb. 17). 

Wahrend der Reaktionsverlauf bei Verwendung der verschiedenen 
Stoffe keine bedeutenden Unterschiede zeigte, war der Zeitraum bis zum 
Beginn der Reaktion sehr unterschiedlich. Als Reaktionsbeginn kann man 
dabei allerdings erst das Einsetzen der Napfchen- und Streifenbildung 
werten, da ein Dunklerwerden 


der Grana in jedem Medium} hts 


nach kurzer Zeit eintritt. Ver- 


gleicht man isotonische Lésun- 

gen der untersuchten Stoffe hin- 

sichtlich der Geschwindigkeit 

ihrer Wirkung auf die Chloro- 

plasten, so ordnen sie sich im 

wesentlichen nach dem Grad 

ihrer Giftigkeit fiir die Zelle 

an (Rohrzucker, CaCl, < KCl, 

NaCl, KNO,, KSCN < LiCl, 

RbC1, CsCl). Abb. 18. Flachenschnitt in hypotonischer 
Ein Unterschied konnte je-  Lésung. Chloroplasten mit Streifen und an- 

doch in der Wirkung der ver- geschwollenen Vakuolen. Vergr. 1800 X. 

schiedenen Konzentrationen be- 

cbachtet werden. Waren die Lésungen gegeniiber dem osmotischen Wert 

der Zellen stark hypertonisch, so trat die vakuolige Verquellung nicht ein, 

die Chloroplasten behielten die Napfchenform und Streifung unverandert 

bei. In hypotonischen Medien konnte teilweise der Ubergang von dem mit 

einem Hiautchen verschlossenen Napfchen zum steifig verquellenden Chlo- 

roplasten anders verlaufen. Die anfangs kleine Vakuole in der Hoéhlung 
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des Nipfchens beginnt zu schwellen. Dabei streckt sich der Chloroplast 
innerhalb der Vakuole wieder und wird streifig (Abb. 18). 


E. Diskussion der Ergebnisse 


a) GréBeninderung der Chloroplasten 


Die angewandte Methode gestattet es, an den Chloroplasten héherer 
Pflanzen quantitativ gesicherte GréBenainderungen festzustellen. Bei Ver- 
wendung reiner Lésungen verandern die Chloroplasten ihre GréBe parallel 
zum Plasmolyse- und Deplasmolyseverlauf der Zelle. Dieses Verhalien ent- 
spricht den Vorstellungen von der entquellenden Wirkung hypertonischer 
Lésungen auf das Cytoplasma und seine Einschliisse (Walter 1923). Ein 
davon vollig abweichendes Ergebnis erbrachten jedoch die Plasmolysever- 
suche mit CaCl,/KCl-Mischlésungen. Trotz der klaren Anderung des Plas- 
molysegrades der Zelle behielien die Chloroplasten ihre urspriingliche 
GroRe unverandert bei. Eine Erklarung fiir diese Gréfenkonstanz der Chlo- 
roplasten wahrend der Plasmolyse kann nicht gegeben werden. 

In diesem Zusammenhang scheint jedoch ein Hinweis auf die .schonende 
Plasmolyse* durch ,aquilibrierte Lésungen* von Bedeutung. Wahrend 
Héfler (1939) eine Hemmung der Kappenbildung durch einen Calcium- 
zusatz zu Kaliumionen erreichte, d. h. also eine Hemmung der Quellung, 
wird in der vorliegenden Arbeit die Hemmung der Entquellung durch 
Mischlésungen beobachtet. Eine rein antagonistische lonenwirkung nach 
dem Prinzip der gegenseitigen Aufhebung von Quellung und Entquellung 
kann jedoch nicht vorliegen, da ja jedes Salz der Mischlésung allein eine 
GroBenabnahme hervorruft. 

Da man die Chloroplasten auf Grund der vorliegenden Ergebnisse als 
.Indikatoren“ fiir Anderungen des Quellungszustandes im Binnenplasma 
betrachten kann, scheint die Methode fiir Untersuchungen der Frage des 
lonenantagonismus und der Ionenintrabilitat geeignet zu sein. 


b) Strukturanderung der Chloroplasten 


Wie die vorliegenden Untersuchungen zeigten, lie sich eine spezifische 
Wirkung der einzelnen Salze auf die Chloroplasten nicht beobachten. Man 
konnte vielmehr bei allen Salzen einen ahnlichen Verlauf der Strukiur- 
anderung erkennen, der lediglich bei den verschiedenen Stoffen nach unter- 
schiedlicher Einwirkungsdauer einsetzte. Zwei Griinde scheinen fiir die 
Einférmigkeit im Verhalten der Chloroplasten vorzuliegen. Bei dem als 
erste Stufe beschriebenen deutlichen Hervortreten der Granasiruktur han- 
delt es sich wahrscheinlich um eine unterschiedliche Quellung des protein- 
reichen Stromas und der lipoidreichen Grana, die durch das Ubertragen 
des Schnittes in jedes wasserige Medium hervorgerufen wird. Die darauf 
folgenden Veranderungen der Chloroplasten sind irreversible Schadigun- 
gen und ordnen sich in den Nekroseverlauf des gesamien Protoplasten ein. 
Wahrscheinlich wirken die Salze primar auf das Cytoplasma ein, und 
die durch Schidigung der geordneten Plasmastruktur frei werdenden 
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biologisch aktiven Substanzen veraindern dann sekundir die Chloro- 
plasten. 

Bei der Streifenbildung der Chloroplasten kénnte es sich um eine lipoide 
Degeneration handeln. Die Grana bestehen aus einem Lipoproteid, von dem 
man annehmen darf, da die Bindung des Lipoids an das Protein locker ist 
(Frey-Wyssling und Steinmann 1953). Bei der Erklirung dieses 
von der franzésischen Schule Guillermonds als Lipophanerose bezeich- 
neten Vorgangs erwihnt schon Beauverie (1928) die Bedeutung osmoti- 
scher Wirkungen, welche das in den Plastiden herrschende Gleichgewicht 
stéren. Bei dem Degenerationsvorgang wird wahrscheinlich die Lipoidkom- 
ponente frei. Die Vereinigung der Lipoide mehrerer Grana scheint inner- 
halb der Stromalamellen (Strugger 1947, Steinmann 1952, Cohen 
und Bowler 1953) zu verlaufen. Nur so laBt sich erklairen, da die Strei- 
fung in der Profilstellung der Chloroplasten ziemlich parallel, in der Auf- 
sicht dagegen ungerichtet verlauft. 

Die vor oder gemeinsam mit der Streifenbildung auftretende Napfchen- 
bildung der Chloroplasten ist schon von Kiister (1937) beobachtet und 
von Schmidt (1951) experimentell hervorgerufen worden. Beide erkliren 
die Entstehung der Napfchenformen durch unterschiedliche Quellung inner- 
halb des Chloroplasten. Schmidt nimmt in diesem Zusammenhang an, 
da ein morphologischer Unterschied zwischen der Ober- und Unterseite des 
Chloroplasten besteht. Die elektronenoptischen Untersuchungen an Plasti- 
den (Literatur s. Frey-Wyssling 1953) lieBen einen solchen jedoch 
nicht erkennen. Bei meinen Untersuchungen an isolierten Chloroplasten 
(Mudrack 1956) konnte das Auftreten von Napfchenformen in Rohr- 
zuckerlésungen beobachtet werden, die gegeniiber dem osmotischen Wert 
innerhalb des isolierten Chloroplasten hypertonisch waren. Diese Erschei- 
nung konnte so erklart werden, daf der Chloroplast durch Permeabilitiits- 
minderung der Plastidengrenzflache zum osmotisch beeinfluBbaren System 
wird. Das Chloroplasteninnere scheidet sich dabei, analog der von Strug- 
ger (1929a, b: 1930; 1932) beobachteten Verianderung isolierter Zellkerne, 
in einen Gelteil und einen Solteil. Im hypertonischen Medium schrumpft 
die Solblase und zwingt dabei dem Gelteil eine Napfchenform auf. Die 
Solblase kann nach einiger Zeit platzen, so da dann ein nunmehr offenes 
Napfchen zuriickbleibt. 


Da zu vermuten war, daB auch in der Zelle die Naipfchenbildung nach 
dem gleichen Modus verlaufen kénnte, wurde diese einer erneuten Analyse 
unterzogen. Dabei zeigte es sich, da stets in der ersten Phase Napfchen 
mit einer Membran auftreten (Abb. 19). Die Membran platzte jedoch meist 
nach kurzer Zeit. Da die Chloroplasten noch im Cytoplasma eingebettet 
waren, konnien sich die Gelteile nicht wieder véllig strecken und bildeten 
jetzt die typischen Napfchen. Weiterhin wurden Napfchenformen nach 
Schmidt (1951) mit dem .,Pyrenderivat 949% (Bayer, Leverkusen) experi- 
mentell erzeugt. Schnitte der Blattunterseite von Viola tricolor f. maxima 
wurden auf einer wasserigen Lésung des ..Pyrenderivats 949% (1 : 1 000 000) 
schwimmend behandelt. Nach sechs Tagen bildeten die Chloroplasten 
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Napfchen mit deutlich sichtbarer Membran (Abb. 20). Die Zellen zeigten 
noch lebhafte Plasmastrémung, die Chloroplasten der unbeeinfluBten Zellen 
waren unverandert. 


Auf Grund meiner Untersuchungen halte ich eine Entstehung der Napf- 
chenformen der Chloroplasten durch unterschiedliche Quellung fiir unwahr- 
scheinlich. Ich glaube vielmehr, da die Napfchenbildung in der Zelle nach 
dem gleichen Modus wie bei den isolierten Chloroplasten verlauft. Es ent- 


Abb. 20. Viola tricolor. 

Lebende Zelle 6 Tg. 

mit .,Pyrenderivat 949* 

(1:1000000) behan- 

Abb. 19. Agapanthus umbellatus. Zelle delt. Chloroplast bil- 
17 Std. in 0,.2mol. KCl-Lésung. Napfchen det Napfchen mit Mem- 
mit deuilicher Membran. Vergr. 1800 X. bran. Vergr. 1500 X. 


stehen in jedem Falle zuerst Napfchen mit einer geschlossenen Membran, die 
jedoch sehr bald platzen kann, so daf die Chloroplasten als offene Napf- 
chen zuriickbleiben. 

Das als Endphase beschriebene schaumige Verquellen ist ein fiir das 
Cytoplasma und seine Einschliisse typisches Nekrosebild (Kiister 1951, 
Perner 1954). Daf diese letzte Stufe der Veranderungen im hypertoni- 
schen Medium oft ausbleibt, kénnte in der osmotischen Wirksamkeit des- 
selben begriindet sein. 


F. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. GréBenainderungen der Chloroplasten bei Plasmolyse und Deplas- 
molyse der Zelle wurden gemessen. 

a) Bei Verwendung reiner Zucker- oder Salzlésungen veranderte sich die 
Groée der Plastiden parallel zum Plasmolyse- bzw. Deplasmolysegrad der 
Zelle. 

b) Nach volliger Deplasmolyse der Zelle hatien auch die Chloroplasten 
ihre urspriingliche GréBe wieder erreicht. 

c) Bei Verwendung von CaCl,/KCl-Mischlésungen als Plasmolytikum 
verinderten die Chloroplasten ihre GréBe wahrend der Plasmolyse und 
Deplasmolyse der Zelle nicht. 
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2. Die Einwirkung verschiedener Konzentrationen von Rohrzucker, LiCl. 
NaCl, KCl, RbCl, CsCl, CaCl, KNO, und KSCN auf die Struktur der 
Chloroplasten in der Zelle wird untersucht. Es treten folgende Veriinderun- 
gen in bestimmter Reihenfolge auf: 

a) Die Grana treten deutlich hervor. 

b) Der Chloroplast bildet ein Naipfchen, dessen Héhlung mit einer Mem- 

bran verschlossen ist, und wird streifig. 

c) Die Membran platzt, die Chloroplasten verkleben miteinander und 

verquellen schlieflich. 

3. Die einzelnen Stoffe unterscheiden sich in ihrer Wirkung nur durch 
die unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeit der Chloroplasten. Dabei 
ordnen sie sich nach ihrer Giftwirkung auf die Zelle an (Rohrzucker 
< CaCl, < KCl, NaCl, KNO,, KSCN < LiCl, RbCl, CsCl). 

4. Die Entstehung der Napfchenformen wird als die Folge einer Per- 
meabilitatsminderung der Chloroplastenoberflache und der osmotischen 
Aktivitit des Aufenmediums gedeutet. Die Entstehung durch unierschied- 
liche Quellung (Kiister 1937) konnte nicht bestitigt werden. 
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Die Impulsrichtungsanderungen 
bei der Induktion der Protoplasmastrémung 


Von 


Robert Jarosch 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien 
Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 3. April 1956) 


Einleitung 


F rank erkannte 1872, daf in vielen Pflanzenzellen die Protoplasma- 
strémung erst durch auRere Einfliisse entsteht. Diese ,induzierte“ oder 
sekundare* Strémung wurde von der ,,spontanen“ oder ,,primaren* unter- 
schieden, wie sie bei den Characeen und in den meisten Haarzellen vor- 
kommt (Hauptfleisch 1892). Auf Grund der neuen Arbeitsrichtung. 
welche sich die Analyse der strémungsauslésenden Reize zum Ziel gesetzt 
hatte, fand man Verletzungen, Beleuchtungsinderungen, Temperatur- 
spriinge und chemische Einfliisse als str6mungsauslésend. Fitting (1925 
—1937) konnte schlieflich nach langwierigen Versuchen in bestimmten 
Aminosauren diejenigen Stoffe erkennen, welche die Strémung bei Vallis- 


neria auch noch in sehr grofen Verdiinnungen auszulésen imstande waren 
(..Chemodinese*). 


Bei allen Untersuchungen, die sich mit der Strémungsauslésung be- 
schaftigten, wurde immer eine gewisse Zeitspanne beobachtet, die nach der 
Reizsetzung verstreichen muf, ehe es zur Strémung kommt. Sofort nach der 
Praparation z. B. eines Elodea-Blattes ist die Strémung noch nicht sichtbar, 
sondern sie entsteht erst langsam nach etwa 5 bis 10 Minuten. Als Vor- 
stadium der Strémung wurde in dieser Zeitspanne von Dehneke (1881), 
Wigand (1885), Hauptfleisch (1892) u. a. eine regellose Mikrosomen- 
bewegung beschrieben und mit einem schon von Niageli (1855) fiir un- 
regelmaRige Mikrosomenbewegungen verwendeten Ausdruck als ,,Glitsch- 
bewegung* bezeichnet. Wigand sprach von .,Digressionsbewegung*. 

Die vorliegende Arbeit versucht nun an der Innenepidermis von Allium 
cepa, einem fiir die Beobachtung der Mikrosomenbewegung sehr geeigneten 
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Objekt, die Verainderungen der Glitschbewegung und die Ausbildung der 
Strémung genauer zu verfolgen. 


Methodik 


Es wurde die leicht ablésbare Innenepidermis von Allium cepa im Hell- 
feld untersucht (Olimmersionsobjektiv 90, Okular 10, Tubus auf 20cm 
ausgezogen). Dabei war das obere oder untere wandstandige Plasma einer 
Zelle eingestellt, so da im Blickfeld keine senkrechte Zellwand die hori- 
zontale Bewegungsméglichkeit des Plasmas beschrankte. 

Die Bahnen der meist gleich groRen Sphirosomen konnten mittels eines 
Abbéschen Zeichenapparates nachgezeichnet werden, in der Weise, daf alle 
3 oder 1,5 Sekunden der augenblickliche Ort eines Teilchens durch einen 
Punki fixiert und durch eine gerade Linie mit dem niachsten Punkt ver- 
bunden wurde. Diese ,,Punktierungsmethode* ist bei der Untersuchung der 
Brownschen Bewegung iiblich. Das Zeitintervall war an einer auf der 
Zeichenflache liegenden Stoppuhr ersichtlich (eine Zeigerumdrehung: 3 Se- 
kunden). Das bezeichnete Papierblatt wurde je nach Bedarf seitenparallel 
verschoben, damit die verschiedenen Teilchenbahnen sich nicht iiberlagern 
konnten. Von den vielen sichtbaren Teilchen wurden die auffalligst be- 
wegten verfolgt. 

Es bestand die Aufgabe, die graphisch fixierte Bewegung zahlenmafig 
auszudriicken. Das ist auf folgende Weise geschehen. 

Die Einstein-Smoluchowskische Formel der Brownschen Bewegung zeigt 
Proportionalitat zwischen mittlerem Verschiebungsquadrat (14 x)? und Zeit- 
intervall i: 


Diese Proportionalitat, die hier allein von Interesse ist, gilt fiir jede 
vollig unregelmaRige Bewegung. Bei der Brownschen Bewegung wurde sie 
bestatigt und auch bei der Bakterien- und Protozoenbewegung giiltig ge- 
funden, wenn nicht in zu kleinen Zeitabstanden punktiert wird (vgl. P ol- 
ster 1949). 

Es ist also 


kT 2i 


3nP 


2(42)? = 
und daher 


Bei einer ungeordneten, unregelmafigen Bewegung wie der Brownschen 

ist also der Quotient aus mittlerem Verschiebungsquadrat des doppelten 

Zeitintervalls durch mittleres Verschiebungsquadrat des einfachen Zeitinter- 
32* 
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valls gleich 2. Im Gegensatz dazu ist bei einer vollkommen gerichieten regel- 
mifigen Bewegung das mittlere Verschiebungsquadrat des einfachen Zeit- 
intervalls genau viermal im mittleren Verschiebungsquadrat des doppelten 
Zeitintervalls enthalten (vgl. Abb. 1b). Es kénnen daher alle Bewegungs- 
iiberginge von ganz unregelmafig bis vollkommen regelmafig in Zahlen 
von 2,00 bis 4,00 ausgedriickt werden. 

Abb. 1 zeigt eine anschauliche Darstellung dieser Bewegungsverhiltnisse. 
a stellt eine véllig ungeordnete, unregelmafige Bewegung dar. Die in allen 
Richtungen wirkenden Impulse kénnen als zwei aufeinander senkrecht ste- 
hende Katheten aufgefaft werden. Das Verschiebungsquadrat des einfachen 
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Abb. 1. Graphische Darstellung der durchschnittlichen Verschiebungsquadrate. a bei 

einer véllig unregelmaéfigen Bewegung wie der Brownschen (Q, = Weiftes Quadrat/ 

doppelt schraffiertes Quadrat = 2,0), b bei einer ganz regelmaéRigen Bewegung 

(Q, = 4,0), c bei einer gerichteten, aber ungleichmafige Geschwindigkeit zeigenden 
Bewegung (Q. = < 4,0). 


Zeitintervalls (doppelt schraffiertes Quadrat) ist im Verschiebungsquadrat 
des doppelten (weiffes Quadrat) zweimal enthalten (Pythagoreischer Lehr- 
satz). Der RegelmaBigkeitsquotient Q, ist 2,00. b zeigt eine vollkommen 
regelmaRige Bewegung. Das Verschiebungsquadrat des einfachen Zeit- 
intervalls ist im Verschiebungsquadrat des doppelten viermal enthalten, 
Q,=4,00. c veranschaulicht eine zwar gerichtete, aber ungleichmifige Be- 
wegung (verschiedene Geschwindigkeiten). Das mittlere Verschiebungs- 
quadrat des einfachen Intervalls (Mittel aus den beiden einfach schraf- 
fierten Quadraten = doppelt schraffiertes Quadrat) muf hier gréRer sein 
als ein Viertel des Verschiebungsquadrates des doppelten Intervalls und 
kann daher nur weniger als viermal im weiffen Quadrat enthalten sein. 
Q, ist hier also kleiner als 4,00. 

Wiirde an Stelle des Verschiebungsquadrates nur die Verschiebung be- 
riicksichtigt werden, so bekamen wir Quotienten von y2 bis 2. Diese ,,Orien- 
tierungsquotienten“ wiirden aber bei b und c (Abb. 1) gleich grof sein, 
und diese Bewegungen waren zahlenmafig nicht zu unterscheiden. Des- 
halb ist der ,.Regelmafigkeitsquotient* Q, vorzuziehen, da er Orientierung 
der Impulsrichtung und Gleichmafigkeit der Geschwindigkeit ausdriickt. 
Seine Berechnung ist allerdings etwas umstandlicher. 


Fiir die Plasmabewegung bedeutet Q,=4,00 also ganz regelmafige, 
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rotationsartige Strémung. Verkleinernd auf Q, wirken 1. Unorientiertheit 
der Bewegungsimpulse und 2. ungleichmafRige Geschwindigkeiten. 

Da die Protoplasmabewegung viel regelmafiger ist als die Brownsche, 
geniigt hier fiir die Bestimmung der Verschiebungsquadrate eine kleinere 
Anzahl von Messungen (Punkte) als bei der BMB. Es wurden durchschnitt- 
lich gegen 100 fiir die Berechnung eines Quotienten verwendet. Unter 50 
erfolgte keine Auswertung. 

Zu Q, gelangt man auf folgende Weise. Zuerst wurden die einzelnen 
getrennten Bahnen numeriert. Dann erfolgte die Bestimmung der Ver- 
schiebung des einfachen Zeitintervalls von Punkt zu Punkt (Messung in 
Millimetern mittels Mafstabes). Jeder einzelne Wert wurde quadriert und 
aus allen das arithmetische Mittel gezogen. Ahnlich wurde der Wert des 
mittleren Verschiebungsquadrates des doppelten Zeitintervalls bestimmt, 
wobei der Abstand jedes zweiten Punktes zu messen war, zuerst vom ersten 
Punkt einer Bahn begonnen und dann vom zweiten. Den Regelmafigkeits- 
quotienten erhielt man schlieBlich durch Division der beiden mittleren 
Verschiebungsquadrate. 


Beschreibung der Plasmabewegung 


Die Sphiarosomen sind bei Allium cepa nicht sehr dicht und ihre Ge- 
schwindigkeit ist relativ gering, bei regelmafRiger Bewegung im Durchschniit 
etwa 44u/sec. So bereitet ihre Verfolgung keine Schwierigkeiten. 

Haufig erfolgte in den Praparaten eine Ansammlung der Spharosomen 
im unteren Teil der Zelle. Die der oberen Zellwand anliegende Plasma- 
schichte verarmte dabei an Teilchen. Diese ungleiche Verteilung trat auch 
im Dunkeln ein und ist wohl durch die Schwerkraft verursacht. 

Die Plasmastrémung war meist eine induzierte (die Zwiebeln lagerten 
bei gleichmafiger Temperatur und im Finstern). Ungefahr 5 Minuten nach 
der Praiparation begann die Bewegung. Sie wurde auch im Dunkeln aus- 
gelést. Bei allen untersuchten Bewegungen waren die Epidermisstiickchen 
ohne vorherige Entliiftung in Leitungswasser prapariert. 

Wihrend Altere Zellen im Praparat oft tagelang weiterstrémten, 
beruhigten sich jiingere Zellen meist sehr bald (Schidigung?) und liefen 
dann keine deutliche Strémung mehr erkennen. Aus diesem Grunde konnte 
der neuerliche Beginn einer ganzlich beruhigten Strémung niemals verfolgt 
werden. Dagegen beschleunigte sich nach wenigen Sekunden hiaufig eine 
langsam gewordene Strémung, wenn am nachsten Tag z. B. ein Tropfen 
des schon zur Préparation verwendeten Leitungswassers zugesetzt wurde. 

Interessant ist der Bewegungsbeginn. Die Spharosomen, die oft lang- 
same Glitschbewegungen oder schwache BMB zeigen, beginnen plétzlich 
ruckartige Bewegungen in den verschiedensten Richtungen auszufiihren. 
Diese Bewegungen sind sehr ungleichmafig, und man kann nie vorher- 
sagen, welches Teilchen jetzt eine gréRere Strecke zuriicklegen und welche 
Richtung dabei eingeschlagen werden wird. Es ist auch kaum méglich, den 
Bewegungsbeginn zeitlich genau festzulegen. Die Teilchen zeigen oft wieder 


BMB, nachdem sie sich schon in gréReren Bereichen bewegt haben. Nicht 
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selten, besonders bei den kleineren Zellen, hérit die Bewegung in diesem 
Stadium bereits wieder auf. Meist aber verstirken sich die Glitschbewegun- 
gen in kurzer Zeit, immer mehr Teilchen werden erfa®t, und schlieBlich 
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Abb. 2. Viermal die Mikrosomenbahnen an ein und derselben Stelle des Plasma- 

wandbelages. J gleich nach der Praparation, I] nach 40 Minuten, II] nach 90 Mi- 

nuten, IV am niachsten Tag. Die vier Bilder sind dieselben, aus denen die ein- 
geringelten Q.-Werte der Kurve F (Abb. 3) errechnet wurden. 
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kann schon von Sirémung gesprochen werden. Daneben zeigen aber immer 
noch Teilchen die anfinglichen Bewegungen. Erst in einem viel spateren 
Stadium bewegen sich alle Teilchen gleichmafig und nahezu in der gleichen 
Richtung. In diesen .alten* Strémungen treten dann auch Plasmastriange 
auf, die sich vom Wandbelag loslésen und den Zellsaft durchqueren. Abb. 2 
zeigt die Verinderungen der Spharosomenbahnen an ein und derselben 
Stelle. Die vier Bilder sind jene, aus denen die eingeringelten Q,-Werte 
der Kurve F (Abb. 3) errechnet werden. 

Neben dem unregelmaRigen Bewegungsbeginn fand sich bei grofen 
alten Zellen der auReren Zwiebelschichten noch ein zweiter, bei dem die 
Spharosomen kreisende Bewegungen ausfiihrten. Der Durchmesser dieser 
Kreisbahnen war kaum gréfer als das Zwei- bis Dreifache des Sphiaro- 
somendurchmessers. Diese Bewegungen waren dann, als schon von Strémung 
gesprochen werden konnte, nicht mehr zu sehen. 

Leider lie& sich der erste Bewegungsbeginn graphisch nicht festhalten, 
weil die Verschiebungsbereiche zu klein waren. Wurde es dennoch versucht, 
so erinnerten die Bahnen sehr an die der Brownschen Bewegung, obwohl 
die Bewegung im Mikroskop viel beherrschter erscheint. Eine Auswertung 
dieser Bahnen war nicht méglich, da die Teilchen zu wenig den Ort ver- 
anderten. 

Allgemein gilt fiir die Glitschbewegung, daf sie niemals von der Brown- 
schen Bewegung iiberlagert ist. Die Teilchen gleiten entlang gréferer 
Strecken immer ruhig weiter, ohne seitliche Ausschlaige. Brownsche Bewe- 
gung und Glitschbewegung schliefen einander gewissermafen aus. Diese 


Beziehung mag der Grund gewesen sein, daf in der Literatur 6fters die 
Meinung vertreten wurde, Brownsche Bewegung und Plasmabewegung seien 
verwandt bzw. hatten gleiche Ursachen (Mayer 1828, Meyen 1838, 
Nageli 1860, A. Meyer 1920). Tatsachlich erfolgt der Bewegungswedchsel 
bei einem Teilchen oft in der Art, da eine scharfe Unterscheidung nicht 
méglich ist. 


Ergebnisse 


In Abb. 3 sind auf der Ordinate die Werte von Q, aufgetragen, auf der 
Abszisse die Zeit in Minuten von der Aufzeichnung der ersten Teilchen- 
bahnen an gerechnet. Die Praparation erfolgte ca. 5 Minuten vorher. Bei 
Kurve F gelten die letzten zwei Werte fiir andere Zeiten. Wie man sieht, 
nahm bei allen Zellen die Regelmafigkeit der Bewegung vom Beginn an 
allmahlich zu. Es besteht ein kontinuierlicher Ubergang von der Glitsch- 
bewegung bis zur regelmafigen, fast rotationsartigen Strémung. Der durch- 
schnittliche Wert von Q,, der sich aus den ersten méglichen Messungen er- 
gab, liegt bei 3,00, also in der Mitte zwischen ganz unregelmafiger und 
vollkommen regelmaRiger Bewegung. Der niedrigste Wert von Q, war 2,76 
(Kurve F). Bei Kurve A hérte die Bewegung bald auf. Bei Kurve F wurde 
Q, auch am nichsten Tag bestimmt. Die Geschwindigkeit beschleunigte 
sich nach der Belichtung am Mikroskop und war dann ca. dreimal so grof 
wie am Vortag. 
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In Abb. 4 sind die oberen, ausgezogenen Kurven dieselben wie in Abb. 3, 
nur einzeln dargestellt. Die unteren, strichlierten, veranschaulichen die 
Schwankungen der Strémungsgeschwindigkeit. Die Werte entsprechen den 
0 0 2 3 Ww 50 60 0 8% 9 0 gh ah 
40 pe ee ee T aa 


———- 








Abb. 3. Graphische Darstellung von sechs Strémungsinduktionen. 
Abszisse: Zeit in Minuten von der ersten Aufzeichnung an gerechnet. Die 
Praiparation erfolgte ungefahr 5 Minuten vorher. Ordinate: Q.. 





Quadratwurzeln der mittleren Verschiebungsquadrate der einfachen Zeit- 
intervalle. Der Vergleich von Geschwindigkeit und Gréfe der Regelmafig- 
keit zeigt keine direkte Abhangigkeit. Wohl aber scheint eine gewisse Be- 
ziehung zur Steigerung der Regelmaftigkeit zu bestehen. An den Stellen, wo 
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Abb. 4. Vergleich zwischen Regelmafigkeit (ausgezogene Kurven, dieselben wie in 

Abb. 3) und Strémungsgeschwindigkeit (strichlierte Kurven). Fallt die Strémungs- 

geschwindigkeit stark ab, wie bei B und EF, so nimmt auch die RegelméBigkeits- 
steigerung ab. Eine direkte Abhangigkeit besteht nicht. 


die Regelmafigkeitssteigerung kleiner wird, ist auch meist eine Abnahme 
der Strémungsgeschwindigkeit zu bemerken. Bei B und E ist dies sehr 
deutlich. Diese Beziehung spricht dafiir, da zur Steigerung der Regel- 
mafigkeit Strémung notwendig ist, von deren Starke die Steigerung ab- 
hangt. 
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Neben den zeitlichen Veranderungen von Q, in einer Zelle bestehen auch 
Unterschiede zwischen verschiedenen Zellen. So war bei einer Zelle nahe der 
Zwiebelspitze Q,=3,07, bei einer Zelle derselben Schichte, aber an der 
Zwiebelbasis gelegen, Q, = 3,92, obwohl die Bahnaufzeichnungen kurz nach- 
einander erfolgten. Nahe gelegene Zellen eines Blattes zeigten hingegen 
ahnliche Werte. 

In den Zellen der tiefer gelegenen Zwiebelschichten nahm der Q,-Wert 
ab, wie die folgende Tabelle zeigt. 

. Schicht: Q, = 3,87, 

. Schicht: Q, = 3.86, 

. Schicht: Q, = 3,75, 

. Schicht: Q, = 3,40, 

. Schicht: Q, = 3,20, 

. Schicht: nicht mehr aufzeichenbare Glitschbewegung, 
7. Schicht: gleich regelmaRige Strémungsbewegung. 

Der Q,-Wert wurde hier nicht aus einer einzigen Zelle berechnet, son- 
dern aus vielen, die durch beliebiges, seitenparalleles Verschieben in das 
Blickfeld gerieten. Die Aufzeichnung der Bahnen erfolgte iiberall etwa 
10 Minuten nach der Praparation. In der 7. und innersten Schichte war die 
Bewegung gleich regelmaRig vorhanden. Die Zellen waren griinlich gefarbt 
und anscheinend schon zum Keimling gehorig. 


Folgerungen 


Die Steigerung von Q, bei der Strémungsinduktion hat zwei Griinde. 
Es werden einerseits die Richtungen der einzelnen Strémungsimpulse 
orientierter und andererseits wird die Geschwindigkeit gleichmafiger. Unter 
der Voraussetzung, daft jeder Impulsrichtung eine reale Plasmastruktur 
entspricht, ist danach bei der Strémungsauslésung eine Orientierungs- 
zunahme dieser Plasmastrukturen (Eiweiffibrillen?) anzunehmen. Dies 
kénnte bedeuten, dai die Plasmastrukturen im ungereizten, nicht strémen- 
den Plasma ziemlich unorientiert vorliegen und sich erst im Verlaufe der 
Strémungsentstehung langsam ordnen. Die aus Abb. 4 gezogene Folgerung, 
da zur RegelmaBigkeitssteigerung Strémung notwendig ist, scheint darauf 
hinzuweisen, daft eine verstarkte Orientierung der Plasmastrukturen nur 
iiber die Strémung erfolgen kann. Somit kénnte man der Plasmastrémung 
die Funktion zusprechen, die Plasmastrukturen aus einem unorientierten in 
einen orientierten Zustand iiberzufiihren bzw. im orientierten zu erhalten, 
wobei eine gewisse Parallele zum thixotropen Verhalten gegeben scheint. 


Die Feststellung, da in jiingeren Zellen Q, kleiner ist als in dlteren, 
laRt die Vermutung zu, daf derselbe Vorgang, der sich bei der Strémungs- 
induktion schnell abspielt, namlich Orientierungszunahme der Plasmastruk- 
turen, in der ungestért alter werdenden Zelle ganz langsam vor sich geht. 
Wenn das verallgemeinert werden darf, bestiinde hier eine Analogie zur 
elektronenmikroskopisch erschlossenen Fibrillenanordnung in der Zellwand, 
deren Orientierung ja mit dem Zellalter ebenfalls zunimmt. 
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Aus der unorientierten Glitschbewegung stellt sich die regelmaBige 
Strémung immer parallel zur Zell-Langsachse ein, was etwa auf eine Ein- 
wirkung des Plasmalemmas zuriickgefiihrt werden kénnte. 


Eine Orientierungszunahme submikroskopischer Plasmabestandteile 
durch die Strémung wurde auf Grund der Messung des Strémungsdichrois- 
mus auch von Pfeiffer (1953) festgestellt. In den Plasmastrangen von 
Tradescantia-Staubfadenhaaren ist danach diese Orientierung von der 
Strémungsgeschwindigkeit abhangig. Im Vergleich dazu diirften durch die 
hier gegebene Methode nur grébere Strukturen erfaBt werden kénnen, weil 
in einem Plasmastrang Q, immer nahezu 4,00 ist, ganz gleich, ob die Stré- 
mungsgeschwindigkeit gro oder klein ist. 


Zusammenfassung 


Die Spharosomenbahnen in den Zellen der Innenepidermis von Allium 
cepa wurden mittels Zeichenapparates nachgezeichnet und eine Methode 
angegeben, die es gestattet, die Regelmafigkeit der Plasmastrémung durch 
eine Zahl (Q,) zwischen 2,00 und 4,00 auszudriicken. Bei der Induktion der 
Protoplasmastrémung nach Praparation in Leitungswasser zeigte sich ein 
allmahlicher kontinuierlicher Ubergang von der unregelmafigen Glitsch- 
bewegung (Q,=ca. 3,0) bis zur fast rotationsartigen Strémung (Q, = 


ca. 3,9). In den jiingeren Zellen der inneren Zwiebelschichten nahm der Q,- 
Wert ab. 


Unter der Voraussetzung, daff jeder Impulsrichtung eine Plasmastruk- 


tur entspricht, darf mit der Impulsorientierung auch eine Strukturorien- 
tierung angenommen werden. Die Uberfiihrung dieser Plasmastrukturen 
vom ungeordneten Zustand in einen mehr geordneten diirfte nur iiber die 
Strémung méglich sein und wird daher als deren Funktion angesehen. 
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W. Eschrich 
A. Einleitung 


Kallose wurde zum erstenmal in den Siebréhren gefunden. Hanstein 
(1864) bezeichnete die hyalinen, stark lichtbrechenden Siebplattenbelage als 
»Kallus“. Dieses aus der Sprache der Humanpathologie entlehnte Wort 
wird in der Botanik zur Bezeichnung von zweierlei Dingen verwendet: 
1. Mikroskopisch sichtbare Z e11bestandteile von polster- oder kissenférmi- 
ger Gestalt; 2. Gewebewucherungen, die nach Verletzungen entstehen 
kénnen. Der Kallus zweiter Art wird besser als ,, Wundkallus* oder ,,Kallus- 
gewebe“ bezeichnet, er hat mit unseren Betrachtungen nichts zu tun. Ledig- 
lich mit dem Kallus erster Art beschaftigt sich der vorliegende Sammel- 
bericht. Diese Kalli (im einzelnen als ,,Siebréhrenkallus“, ,,Tiipfelkallus* 
usw. bezeichnet) stehen immer in Beriihrung mit der Zellwand, an der sie 
auch haften bleiben, wenn die betreffende Zelle plasmolysiert wird. 


Nachdem auferhalb der Siebréhren Kalli auch in anderen Pflanzen- 
organen gefunden worden waren, stellte man fest, daf die Substanz dieser 
Kalli gleiches farberisches und chemisches Verhalten zeigte. Mangin 
fiihrte deshalb 1890 den Namen ,,Kallose“ ein. Kallose ist die chemische 
Bezeichnung fiir die Kallussubstanz. 


Auf die Entdeckung Gardners (1885), da auch junge Tracheiden 
Kallose fiihren kénnen, folgten sehr bald weitere Entdeckungen von Kallose- 
vorkommen auferhalb der Siebréhren (Rendle 1889, Mangin 1889, 
1891, 1892). Das Auftreten der Kallose scheint von bestimmten, vorlaufig 
noch unbekaunten Bedingungen abhangig zu sein. Bereits Fischer (1886) 
fand, da auch abgeschnittene Stengelteile noch Siebréhrenkallose bilden 
kénnen. Schumacher (1930) stellte fest, da® beim Einleiten von Eosin- 
lésung in den Siebréhren grofe Mengen von Kallose gebildet werden. Die 
gleiche vermehrte Kallosebildung ruft das Blattrollvirus in Kartoffelsieb- 
réhren hervor. Eine chemische Analyse der Siebréhrenkallose liegt noch 
nicht vor. Andere Kallosen erwiesen sich als ein Polysaccharid, das aus 
d-Glukose aufgebaut ist (Mangin 1910, Eschrich 1954). Eine Identitat 
mit anderen bekannten Polysacchariden liegt nicht vor. Uber die physio- 
logische Bedeutung der Kallose lassen sich vorlaufig nur Vermutungen an- 
stellen. Es diirfte aber feststehen, da die Kallose keinen im eigentlichen 
Sinne regelmafRigen anatomischen Bestandteil darstellt wie etwa Starke 
oder Zellulose. Ihre Bildung — zumindest ihre Vermehrung — wird durch 
bestimmte Einfliisse ausgeliést, die méglicherweise auch von aufen auf die 
Pflanze einwirken. 


Wie es scheint, riickt die Kallose neuerdings wieder starker in das Blick- 
feld des wissenschaftlichen Interesses. Es sei nur an die Bedeutung er- 
innert, welche der Kallosenachweis fiir die Diagnose von Viruserkrankungen 
in der Phytopathologie gefunden hat. Es schien daher an der Zeit, die bis- 
her vorliegende, sehr zerstreute Literatur iiber die Kallose zusammenfassend 
zu sichten. Diese Aufgabe will der vorliegende Sammelbericht iibernehmen!'. 

2 Bei der Durchsicht der Literatur hat es sich als nétig erwiesen, zahlreiche An- 
gaben experimentell nachzupriifen, einmal, weil die betreffenden Entdeckungen weit 
zuriickliegen und auf Grund ihrer Darstellung neueren Anschauungen nicht mehr 
geniigen wiirden, zum anderen, weil die Autoren Nachweismethoden benutzten. 
die mit heute anerkannten Methoden méglicherweise negative Ergebnisse liefern 
kénnten. Erwartungsgeméf ergaben sich bei dieser Arbeit noch einige Neu- 
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B. Uber die Natur der Kallose, ihre chemischen und physikalischen 
Eigenschaften 


1. Kallosefarbungen (Einschlufmittel) 


Bevor Tswett (1911) das Resorzinblau fiir die Histologie entdeckte, war 
dieses als Indikator in mannigfachen Herstellungsverfahren und Abwandlungen 
gebrauchlich. Zunichst stellte Luynes (1864) aus Orcin, Ammoniak, Natrium- 
carbonat und Wasser einen ahnlichen Farbstoff mit metallischem Glanz her, der 
sich wenig in Wasser léste und in Sauren rot, in Alkalien blauviolett gefarbt war. 
Von Wartha (1876) wird ein dem Orcein ahnlicher roter Farbstoff beschrieben, 
der neben Indigo als Beimengung in Lackmuswiirfeln gefunden wurde. Das durch 
Oxydation in ammoniakalischer Lésung aus Orcin hergestellte Orcein farbt 
Kallose, aber auch Zellkerne rot (Eschrich 1953). Den ersten, mit Resorzinblau 
wahrscheinlich identischen Farbstoff stellten Benedikt und Julius (1884) in 
der Weise her, daf sie 55 Mol Resorzin mit 18 Mol NaNO, mischten und auf 130° 
erhitzten, wobei NH, entwich. Die erstarrte blaue Masse ergab nach Umkristalli- 
sieren aus Wasser Kristalle mit kupferrotem Reflex, die Indikatoreigenschaften 
besafen. In demselben Jahr veréffentlichten Traub und Hock (1884) das gleiche 
Rezept und gaben der Substanz den Namen Lackmoid. Nach Schultz (1931 I, 
Nr. 1022) ist das von Benedikt und Julius (1884) entdeckte Resorzinblau mit 
dem Lackmoid von Traub und Hock (1884) identisch. Unter dem Namen Lack- 
moid bzw. Resorzinblau kursieren verschiedene Substanzen: z. B. das fiir Indi- 
katorzwecke bestimmte, jedoch, abgesehen von seiner Schwerléslichkeit in Wasser, 
fiir histologische Zwecke gut brauchbare ,,Lackmoid puriss. in lamellis* (Merck)*: 


N 
OH 
Ne if 
C,H, 


| 
—— 0 


Unter der Bezeichnung Resorzinblau (Merck) ist der Tanninlack des Dimethyl- 
amino-diphenoxazons im Handel. Die Formel: 


| ee eee —N(CH;), 
pine 


zeigt jedoch, daf es mit dem Lackmoid (s.0.) nicht identisch ist. Als Kallosefarb- 
stoff kommt dieses Resorzinblau nicht in Betracht. Ebenfalls unbrauchbar ist das 
Resorzinblau der Gesellschaft fiir chemische Industrie, Basel. Hierbei handelt es 


beobachtungen, die in den vorliegenden Bericht eingereiht und gemeinsam mit 
bekannten Befunden besprochen werden sollen. 

Fiir wertvolle Hinweise bin ich meinem Institutsdirektor, Herrn Prof. Dr. 
M. Steiner, sowie den Herren Prof. Dr. H. B. Currier (Davis) und Prof. Dr. 
K. Miihlethaler (Ziirich) zu gré&tem Dank verpflichtet. 

2 Mercks Berichte 1903, p. 109. 
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sich um das Ammoniumsalz des Tetrabromresorufins (Tetrabromoxydiphenoxa- 
zon). Geeignet zum Kallosenachweis sind die Farblésungen, wie sie Wurster 
(1887) (ammoniakalische Lésung von Resorzin mit wenig H,O, erwarmen) oder 
Tswett (1911) (14 Tl. Resorzin, 100 Tl. Wasser, 0,1 Tl. NH) beschrieben haben. 
Die Methode nach Tswett ist in Strasburgers Praktikum aufgenommen 
und von da in alle folgenden einschlagigen Arbeiten iibernommen worden. Von 
einigen Autoren wird empfohlen, Borax der Farblésung zuzusetzen. Auch Mehr- 
fachfarbungen mit Resorzinblau wurden bekannt: z. B. Kombination von Resor- 
zinblau mit dem ,,réactif genevois* (Chrysoidin, Kongorot) oder Safranin-Resor- 
zinblau (Strasburger und Koernicke 1923). Sehr schéne Ergebnisse er- 
zielte Esau (1948) mit der Kombination: Bismarckbraun, Jodgriin und Resorzin- 
blau, jeweils 1:5000 (vgl. aber auch Nebel 1931, Cheadle, Gifford und 
Esau 1953). 

Nach meiner Erfahrung gibt das leicht selbst anzusetzende Resorzinblau oder 
Resoblau die besten Ergebnisse: 3g frisches Resorzin puriss. oder pur. werden 
in ca. 200ml Aqua dest. gelést, mit 1ml NH, (33%ig) versetzt und in einem lose 
verschlossenen Erlenmeyerkolben ca. 10 Minuten erhitzt (nicht kochen!). Die 
Lésung farbt sich dunkel weinrot und wird nach 1—2 Tagen dunkel blaugriin mit 
schmutziggriiner schwacher Fluoreszenz. Nun wird dieses Oxydationsprodukt 
1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt (wobei eine tiefblaue Lésung 
entsteht), in eine flache Abdampfschale filtriert und auf dem Wasserbad einge- 
dunstet, bis keine NH,-Dampfe mehr entweichen (Probe mit feuchtem rotem 
Lackmuspapier in der Dampfzone). Die Lésung halt sich in einem Pipettenflaschchen 
mindestens ein halbes Jahr, ohne zu verpilzen. Zum Gebrauch gibt man zu 10 ml 
Wasser 1—2 Tropfen Farblésung. In dieser Lésung wird Kallose innerhalb 30 Se- 
kunden himmelblau gefiarbt, ohne da& die Zellen absterben (Probe durch Plas- 
molyse und Deplasmolyse). Nach 1—2 Minuten fiarben sich lignifizierte Mem- 
branen, z. T. auch stiarkefiihrende Plastiden, schwach graublau. Sprau (1955) 
bekam bei einer Verdiinnung der Tswettschen Stammliésung von 1 : 8000 noch 
deutliche Kallosefarbung. Baerecke (1955) setzt der Farblésung 5%ige Pril- 
oder Reilésung zu, um ein schnelleres Eindringen in die Schnitte zu erzielen. 


Neben dieser m. E. besten Kallosefarbung sind eine Reihe anderer 
Kallosereagenzien empfohlen worden, von denen jedoch nur wenige wirk- 
lich brauchbar sind. 

Anilinblau: wurde von Russow (1881) fiir die Kallosefarbung 
entdeckt. Anilinblau wird in wasseriger Lésung meist 1 : 1000 verwendet 
und fiarbt Kallose ebenso himmelblau wie Resorzinblau. 


Die Firma Merck (Darmstadt) fiihrt sowohl das alkohollésliche Anilinblau 
(Art. Nr. 1269) 3: 


ke - C,H,Cl 
a 
Yai 


i 


NH - C,H, 


8 Die Strukturformeln wurden mir von der Firma Merck freundlicherweise zur 
Verfiigung gestellt. 
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(Dipheny]-p, p’-diamino-methylfuchsonimoniumahlorid), das als Ausgangsstoff fiir 
die Herstellung der Sulfosiuren, wie z. B. Alkaliblau und Wasserblau, dient, aber 
zur Kallosefaérbung ungeeignet ist, als auch wasserlésliches Anilinblau (Art. 
Nr. 1275) 3: 


C,H, -SO,Na C,H, - SO,Na 
| 


| ff a 
HN—/ \ re \‘=NH 


{ 
| 
\ J-oxt 
V 2 of 
FI 


ed 
NH-C,H,-SO,; 
(Die Stellung der Sulfogruppen ist unsicher.) 


welches das entmethylierte und dreifach sulfonierte Na-Salz darstellt. 

Dem Vorieil des Anilinblau, in Glyzeringelatine haltbar zu sein, stehen 
jedoch die Nachteile gegeniiber, da& es in wasseriger Lésung sehr leicht 
ausflockt und — wenn auch in geringem Mae — Zellwinde und Proto- 
plasten anfarbt. Besonders schnell scheinen Entmischungsprodukte des 
Plasmas angefarbt zu werden. So konnte ich feststellen, da mit verdiinnter 
Anilinblaulésung behandelte lebende Epidermiszellen nach Zusatz von Eis- 
essig plétzlich leuchtendblaue Plasmaklumpen enthielten. 

Nach Mangin (1890b) sind alle blauen Farbstoffe aus der Triphenyl- 
aminmethangruppe in saurem Medium zur Kallosefarbung geeignet. Mit 
steigender Sulfonierung soll die Farbung intensiver werden. 


Insbesondere sind es die Alkalisalze, die zur Kallosefarbung geeignet sind, 
wie z. B. das .,Blau 6 B“, welches als ,,bleu soluble pour coton 6 B“ von der Société 
anonyme des matiéres colorantes et produits chimiques, St. Denis (Seine), geliefert 
wurde. Dieser Farbstoff enthalt drei SO,Na-Gruppen und ist mit Mercks Methyl- 
blau fiir Baumwolle MLB icentisch. Gleichfalls damit identisch sind andere, von 
Mangin angefiihrite Farbstoffe: z.B. Diphenylaminblau (Sandoz AG., Basel), 
Baumwollblau (friiher: Wiilfing Dahl & Co. AG., Barmen), Bayrisch-Blau DBF 
(Bayer, Leverkusen), Wasserblau (viele Fabriken, u. a. Merck) oder Marineblau 
(Merck). 

Die Angaben Mangins lassen sich insofern schlecht nachpriifen, als 
Bezugsquellen fehlen und zudem einige Farbstoffbezeichnungen nicht mit 
der Originalbezeichnung wiedergegeben sind. Ein Blick in Schultz’ Farb- 
stofftabellen (1931) geniigt, um festzustellen, da einerseits die von M an- 
gin genannten Farbstoffe gréRtenteils miteinander identisch sind, anderer- 
seits aber eine genaue Zuordnung zu modernen Bezeichnungen und liefer- 
fahigen Bezugsquellen unméglich ist. Ein weiterer Teil friiher beliebter 
Farbstoffe ist heute nicht mehr erhialtlich, da diese offenbar nichtgereinigte 
Produkte darstellten. 


Saureviolett und Pariser Violett 6B, sémtlich als Alkalisalze. 
Als weitere Kallosefarbstoffe dieser Stoffgruppe nennt Man gin: Saurefuchsin, 


Ein brauchbarer Kallosefarbstoff ist das Corallin. Es handelt sich hierbei 


um die Alkalisalze der Rosolsiure (Merck) (= rotes Corallin der Griisser- 
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Monsanto, Chem. works, Ruabon, N. Wales), die zunachst von Sz yszylo- 
wicz (1882) in Verbindung mit Sodalésung zur Farbung von ,,Stirkeschlei- 
men“ verwendet wurden. Corallin-Soda farbt Kallose leuchtend ziegel- bis 
orangerot, daneben aber auch Zellulose. Die Farbung ist nicht haltbar. Rotes 
Corallin ist wahrscheinlich ein Gemisch von Pararosolsiure und Para- 
rosanilin (Rosolsiure = Dioxyfuchson). 

In jiingerer Zeit hat Arens (1949) die Triaminotriphenylmethanfarb- 
stoffe Anilinblau, Wasserblau, Brillantblau (wahrscheinlich Brillantblau 8 B 
der BASF), Baumwollblau, Alkaliblau, Nicholsonblau, Victoriablau und auch 
das Corallin in der Weise zum Kallosenachweis benutzt, daf er sie, in 
30 %iger Essigsaure gelést, als Fluoreszenzfarbstoffe anwendet. Ich habe den 
groBten Teil dieser Farbungen nachgepriift, konnte jedoch bei keiner eine 
spezifische Kallosefluoreszenz feststellen. 

Das Anilinblau hat neuerdings wiederum stark an Bedeutung gewonnen, 
weil es in alkalischer Lésung eine starke griingelbe Kallosefluoreszenz 
hervorruft (Currier und Strugger 1956). Das wasserlésliche Anilin- 
blau wird hierzu in 0,005%iger Lésung mit 1/15 mol K,HPO, (oder einer 
Mischung von K,HPO, und K,PO,) auf das pH 8—10 gepuffert. Hier- 
bei diirfte es sich um den empfindlichsten bisher bekannten Kallosenachweis 
handeln, allerdings ist zu beachten, da verkorkte Membranen ebenfalls, 
aber etwas starker gelb, fluoreszieren. 

Einen dhnlichen fluoreszenzoptischen Nachweis beschreibt Arnold 
(1956). Er stellte durch Chromatographie fest, da die Farbstoffe Wasser- 
blau 6B extra (Bayer, Leverkusen), Wasserblau stand. (Bayer, Leverkusen) 
und Wasserblau (Merck) eine gelbgriin fluoreszierende Komponente ent- 
halten. Diese Komponente lat sich isolieren und liefert ein Kallose- 
Fluorochrom, das langere Zeit haltbar sein soll. 


Farbstoffe, die neben Zellulose auch Kallose anfarben, sind vor allem Ver- 
treter der Benzidinreihe. Im alkalischen Bade farben: Bordeaux extra, Kongo GR, 
Kongo Korinth, Deltapurpurin G, Kongo Brillant G, Azoblau, Kongo Korinth B, 
Benzopurpurin, Rosazurin, Azoviolett, Benzoazurin und Heliotropin neben Zel- 
lulose auch Kallose (Mangin 1890). Nach Sprau (1995) benutzt man eine Ver- 
diinnung von 1: 200 mit 10%iger Sodalisung. 

Als besonders elektiven Kallosefarbstoff bezeichhnen Strasburger und 
Koernicke (1923) das Brillantlackblau G extra (Bayer, Leverkusen). Sprau 
(1955) verdiinnt 1:1000 mit 1—3%iger Essigsiure. Tatsachlich farbt dieser Farb- 
stoff nur Kallose, jedoch tritt die Farbung erst nach langerer Differenzierung in 
Glyzerin hervor, da zuniachst alles andere (Plasma, Zellulose, lignifizierte Wande, 
Starke) einheitlich graublau angefarbt wird. Die schlieBlich erhaltene himmelblaue 
Kallosefarbung ist im Vergleich zu Resorzinblau selbst nach 6 Stunden Farbezeit 
so schwach, daf diinnere Kallosebelige gar nicht sichtbar werden. 


Der einfachste und sicherste Nachweis der Kallose ist zweifellos die Re- 
sorzinblau- oder Resoblaufarbung (vgl. Tafel 1, Abb. 1—9). Diese Farbung 
ist deshalb so wichtig, weil sie infolge ihrer Selektivitat ohne weiteres als 
Kalloseindikator benutzt werden kann. Ich méchte sogar vorschlagen, zu- 
nachst alles das als Kallose zu bezeichnen, was sich im 
neutralen bis schwach alkalischen Bereich mit Resor- 
zinblau leuchtend blau farbt. 

Fiir die Haltbarmachung mit Resorzinblau gefarbter Kallose in Dauer- 
praparaten ist noch nichts Befriedigendes gefunden worden. Ich benutze 
seit einiger Zeit ein Hoyersches Gemisch (Kisser 1926): 
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150g Gummiarabikum, ausgesucht weife Stiicke werden pulversiert und mit 
ca. 100 ml offizineller Kaliumazetatlésung (33.3% in Aqua dest.) iibergossen. Nach 
2—3 Tagen entsteht ein Sirup (evtl. mit Kaliumazetat weiter verdiinnen, bis etwa 
die Viskositaét von frischem Caedax erreicht ist). Der Sirup wird dann durch ein 
dickes, aber grobes Filter (Extraktionshiilse) filtriert. Die schwachgelbliche, opali- 
sierende Lésung hat einen Brechungsindex von n, = 1,396. Eine Umrandung mit 
Caedax darf erst nach ca. 1 Monat erfolgen. 


Uber die Haltbarkeit der Resorzinblaufarbung in diesem Medium labt 
sich noch keine Angabe machen. 


Alle sonst bekannten Einschlufmittel entfarben nach kurzer Zeit (Gly- 
zeringelatine, Euparal, Karion); oder sie sind ungeeignet, weil sie eine Ent- 
wasserung in Alkohol oder Benzol voraussetzen (Caedax, venezianischer 
Terpentin). Als fliissiges Einschlu&medium hat sich Kaliumazetat (Kalium- 
azetat, Methanol, Aqua dest. zu gleichen Teilen) bestens bewahrt. 


2. Verhalten der Kallose gegeniiber Chemikalien 


Neben den Farbemethoden gibt es noch eine beschrankte Anzahl von 
Reagenzien, die zur Charakterisierung der Kallose beitragen kénnen. 
Die auffalligste Eigenschaft 
der Kallose ist, da® sie sich im 
Gegensatz zu Zellulose nicht 
in Cuoxam (Kupferoxydammo- 
niak) lést (Abb. 1). Uber diese 
Eigenschaft herrscht Einigkeit 
bei allen Autoren, ausgenommen 
Kiister (1951), der Kallose- 
polster alter Cucurbita-Wurzel- 
siebréhren in Cuoxam quellen 
und schliefBlich sich lésen sah. 
Ich habe am gleichen Objekt 
Kiisters Angaben nachge- 
prift und stets eine Unléslich- , 
keit der Kallose in Cuoxam Abb. 1. Siebbiindel von Victoria cruziana. 
festgestellt. Dabei benuizte ich er. mit Cuoxam behandelt, Resorzinblau- 
sowohl das kiufliche Schweitzer- farbung. Kallosebelaige dunkel, Starke = 
sche Reagens als auch — und helle Kérnchen. (320X.) 
zwar in der Hauptsache — aus 
Cu(OH), und NH, (33%ig) selbst hergestelltes Cuoxam. Kallose, gleich 


welchen Ursprungs, ist in Cuoxam unldslich. 


In neuerer Zeit sind, namentlich seitens der “Textilindustrie, Bestrebungen im 
Gange, das Cuoxam durch andere Metallkomplexe zu ersetzen. So sind neben 
farbigen Priparaten, wie Cuoxen (Diathylendiamin-Kupfer(II)-hydroxyd), 
Cooxen (desgl. mit Co als Metall), Nioxam (Ni-Komplex mit NH;), Nioxen (Ni- 
Komplex mit Athylendiamin) auch farblose Komplexbildner gefunden worden. 
Zusammenfassend berichtet Jayme (1951) iiber die Entwicklung bis zu dem von 
Jayme und Neuschaffer (1955) gefundenen, eine farblose Lisung bildenden 
Zinkoxen (Tri-athylendiamin-Zn-hydroxyd). Der Vorieil dieser Komplexe liegt 
in der Farblosigkeit. Die Cu-haltigen Komplexe iiberdecken mit ihrer Blaufarbung 
sehr leicht die Resorzinblaufarbung der Kallose, so daf ein einwandfreier Nach- 
weis der Kallose nach der Cuoxam-Behandlung nur nach oft sehr schwierigem 

Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 33 
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und griindlichem Ausfallen und Auswaschen méglich ist. Uber die Brauchbarkeit 
des Zinkoxens in der Mikroskopie liegen jedoch noch keine Angaben vor. 


Alle weiteren Kallosereaktionen seien im folgenden, nach Reagenzien 
geordnet, besprochen: 


Sauren: 

Eisessig: unléslich (Schmidt 1917). Zur Fixierung von Kallosepraparaien 
wird gern die Carnoysche Fliissigkeit (Alkohol-Eisessig) beniitzt. 

HNO, verdiinnt, kali: schwache Quellung (Schmidt 1917). 

HNO, verdiinnt, hei: starke Quellung, Kallose wird durchschimmernd 
(Schmidt 1917). 

HNO, verdiinnt, hei® +-NH,: keine Xanthoprotein-Reaktion (Schmidt 
1917). 

HNO, konzentriert: starke Quellung, nach zweimaligem Aufkochen tritt 
Lésung ein (Schmidt 1917). 

HCl kali, 1—20%: unléslich, h6here Konzentrationen wurden nicht unter- 
sucht (Ref.). 

H,SO, 5%ig bei 90°C: nach mehreren Stunden noch keine Lésung. 
Schmidt (1917) unterscheidet damit von Hemizellulosen, die gelést 
werden: er wendet sich gegen den Ausdruck ,,Kalloseschleim“ (S. 6). 

H,SO, 2%ig bei 120°C: bei Zystolithenkallose tritt nach 30—35 Minuten 
Hydrolyse ein (Eschrich 1954). 

H,SO, konzentriert, kalt: lést leicht (Wilhelm 1880, Strasburger- 
Koernicke 1923). 

Chromsaure konzentriert: lést leicht (Schmidt 1917). 

Pikrinséure: Gelbfarbung (Schmidt 1917), véllig unspezifisch, da prak- 
tisch alles gelb gefarbt wird (Ref.). 

Alle verdiinnten Sauren: unléslich (Mangin 1910). 

Alkalien: Eau de Javelle, kalt: lést Siebréhrenkallose (ohne Zeit- 
angaben) (Schmidt 1917). Lést nicht (ohne Zeitangaben) (Mangin 
1910). Mangin (1892 b) behandelte Vitis-Blatter, die mit Peronosporaceen- 
Mycel befallen waren, in Eau de Javelle und bekam anschlieBend noch eine 
Anilinblaufarbung in den Pilzzellwanden. 

Das in der Mikroskopie zum Weglésen des Protoplasmas gebrauchliche 
Eau de Javelle (Kisser 1926, p. 103), das aus Chlorkalk und K,CO, her- 
gestellt wird, greift Siebréhrenkallose erst nach 1—2 Tagen an. Allmahliche 
Lésung der Kallose triti nur ein, wenn die Lauge erneuert wird. Das im 
Handel als Eau de Javelle erhaltliche Natriumhypochlorit lést Kallose 
innerhalb weniger Minuten bis héchstens 1 Stunde, wobei aber auch Par- 
enchymzellwande glatt mitgelést werden. 

Alkalilaugen: Wie Mangin (1892 b) berichtet, lésen 1%ige NaOH 
und KOH Kallose auf. Das gleiche berichtet Schmidt (1917). Wilhelm 
(1880) schrieb schon friiher, da verdiinnte KOH Siebroéhrenkallose zum 
Quellen bringt und nach Stunden, oft aber erst nach Tagen lést. Diese Be- 
funde sind von Strasburger und Koernicke (1923) in das .,Prakti- 
kum“ aufgenommen worden und werden auch heute noch daraus zitiert. 
Nach meinen Untersuchungen hangt der Lésungsvorgang der Kallose in 
1—2%iger Alkalilauge von der Dauer der Einwirkung, von dem Alter bzw. 
Quellungszustand und von der Dicke des Kallosebelages ab; und zwar lést 
sich Kallose in jungen (kernhaltigen) und toten (obliterierten) Siebréhren 
langsamer als die Kallose funktionstiichtiger Siebréhren. Kallose alkohol- 





Kallose 495 


fixierter Praparate wird oft erst nach wochenlanger Einwirkung 2%iger 

KOH angegriffen. Kallose, die mit 5%iger kalter H,SO, vorbehandelt 

wurde, wird in 2%iger KOH sehr schnell gelést. Wie Baerecke (1955) 

berichtet, wird die durch Virusinfektion gebildete Siebréhrenkallose selbst 

in 5%iger Alkalilauge nach 8 Tagen noch nicht gelést. Offensichtlich ist die 

Dichte der Kallose veranderlich, die Léslichkeit oder Unléslichkeit in ver- 

diinnter Alkalilauge ist deshalb als Kriterium fiir das Vorhandensein von 

Kallose nicht brauchbar. 

Der Streit zwischen Tanret und Mangin, der, um weitere Mif- 
verstandnisse zu verhiiten, hier erwahnt werden soll, entbehrt deshalb eines 
eindeutig definierten Gegenstandes. 

Tanret (1897) beschrieb eine ..Fongose*, die er aus dem Mycel von Asper- 
gillus niger isolierte und die sich in 5%iger Alkalilauge nicht léste. Mangin 
revidierte 1910 seine Aussage von 1894 iiber die Léslichkeit der Kallose in 1%iger 
Alkalilauge, weil seine aus Pilzhyphen isolierte .Kallose* in 6%iger Alkalilauge 
unléslich war und behauptete in der Zusammenfassung, Kallose sei in verdiinnten 
Alkalilaugen unlislich. Diese Aussage benutzte Tanret (1910). um seine .Fon- 
gose™ gegen eine Einbeziehung in die Kallosegruppe zu verteidigen. denn die 
.Fongose* war ja nur in 3%iger Alkalilauge unléslich. — Augenscheinlich handelt 
es sich bei der Pilzkallose Mangins und der .Fongose~ Tanrets um dhnliche 
Substanzen, die entweder Alkalilaugen gegeniiber sehr resistente Kallosen dar- 
stellen oder aber nichts mit Kallose zu tun haben. Eine Entscheidung ist nicht még- 
lich, da Kallose offensichtlich in Pilzhyphen auftritt (Farr 1954 u. a.), wenn auch 
auBer Mangin niemand der Meinung war, daB ganze Hyphenwande aus Kallose 
bestehen (vgl. S. 509). 

NH,: hat quellende Wirkung (Wilhelm 1880, Mangin 1892b). 

H,O: unléslih (Mangin 1892b). Pringsheim und Kriiger (1932) 
sprechen von .,Kalloseschleimen*, die in Wasser kaum quellen, sich spater 
aber ploizlich lésen. Diese Lésung diirfte auf bakterielle Zersetzung 
(Eschrich 1954) zuriickzufiihren sein (vgl. S. 16). In keimfreiem 
Wasser wird Kallose auch nach Monaten nicht gelést. 

Organische Lésungsmittel: 

Glyzerin: unldslich, bei 280°C tritt Lésung ein im Gegensatz zu Zellulose, 
die bei 300° C noch nicht gelést ist (Van Wisselingh 1898, Mirande 
1913)b). 


Athanol 

Ather ; unléslich (Pringsheim und Kriiger 1932). 

cs; | 
Salzlésungen: 

CaCl, konzentriert, kalt: léslichh (Man gin 1892b, Sprau 1955), nicht lés- 
lich nach 8 Tagen (Baerecke 1955). 

SnCl, konzentriert, kalt: léslich (Mangin 1892b, Sprau 1955). 


Keo. } konzentriert, kalt: unléslich (Mangin 1892b). 


K.CO, konzentriert + Athanol: diese Mischung benuizte Mangin (1910), 
um die Hyphen parasitischer Peronosporaceen in Vitis-Blattern fiir iib- 
liche Kallosereaktionen zu priparieren. Mangin meinte, daB infolge 
eines héheren Polymerisationsgrades dieser ..Kallose” eine derartige Pri- 
paration n6tig sei. 


33* 
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Verschiedene Reaktionen: 

Bromwasser: bildet mit Kallose der Pilzzellwande ein stabiles Produkt, das 
in 1 %iger Sodalésung eine sirupése Fliissigkeit bildet, die durch Athanol 
wieder gefallt werden kann (Mangin 1910). 

Chloralhydrat: wirkt quellend (Strasburger und Koernicke 1923). 

Chloraljod: wirkt quellend (Strasburger und Koernicke 1923). 

Jodreagenzien: farben gelb bis gelbbraun. 

Chlorzinkjod: farbt gelbbraun und bewirkt leichte Quellung. Fischer 
(1886) beobachtete, daB frisches, unzersetztes Chlorzinkjod Siebréhren- 
kallose ungefiarbt laRt. 

Enzyme: 

Filtragol (pektinlésendes Enzym) kalt: lést nicht. 

Pepsin (in Glyzerin gelést): unléslich. 

Trypsin: unldslich. 

Papain (mit NaCN aktiviert): unléslich. 

Ptyalin: unléslichh (Schmidt 1917). 


3. Physikalische Eigenschaften der Kallose 

Der allgemein verbreiteten Ansicht, daB Kallose amorph (Molisch 
1923) und optisch isotrop (Wilhelm 1880) ist, steht als einziges Gegen- 
argument die letzte Arbeit Kiisters (1951) gegeniiber. Kiister unter- 
suchte alte Cucurbita-Wurzeln und fand die Kallose der Siebréhren teil- 
weise in sechseckigen Platien abgelagert. Diese Kallose quoll in Cuoxam 
und ging schlieBlich in Lésung, ferner war sie optisch anisotrop, und zwar 
war das Vorzeichen ihrer Doppelbrechung dem der Zellulose entgegen- 
gesetzt. 

Um diese einzigen gegenteiligen Befunde nachzupriifen, untersuchte ich 
Siebréhrenkallose, die ebenfalls aus Cucurbita-Wurzeln stammte, die im 
November nach dem ersien Frost ausgegraben wurden. Im_polarisierten 
Licht konnie ich, auch nach Einschalten von Gips Rot I. niemals Doppel- 
brechung wahrnehmen. Auch die Léslichkeit in Cuoxam war nicht zu be- 
obachten. Weiterhin untersuchte ich folgende Kallosevorkommen im Polari- 
sationsmikroskop: 

Keimhof- (Oncus-) Kallose von Cucurbita-Pollen. 

Kallose im AbschluBgewebe des Ophioglossum-Rhizoms. 
Trenngewebekallose im Blatistiel von Aesculus hippocastanum. 
Epidermiskallose im Perikarp von Myrrhis odorata. 
Kallosemembranen der Pollenmutterzellen von Campanula rapunculus. 
Hyphenkallose von Phytophthora infestans. 

Tiipfelkallose im Perikarp von Phacelia tanacetifolia. 
Epidermiskallose im Perikarp von Cerinthe alpina. 

Endokarpkallose von Symphytum officinale. 

In keinem Fall konnte ich Doppelbrechung wahrnehmen. 

Was die Quellfahigkeit der Kallose betrifft, so wurde niemals eine un- 
begrenzte Quellung wahrgenommen. Bei den Reagenzien, die eine Lésung 
der Kallose verursachen, tritt diese wohl immer unter Hydrolyse ein. Ein 
Kallose-Sol wurde nur im bromierten Zustand (Mangin 1910) und im 
Zustand der bakteriellen Zersetzung (Eschrich 1954) gefunden. Die 
Kallose scheint eher ein sehr begrenztes Quellungsvermégen zu haben und 
in gelartigem Zustand vorzuliegen. Bei schwachem Druck zeigt sie eine 
schwache Elastizitat. bei starkem Druck zerspringt sie mit fast glattem 
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Bruch (Wilhelm 1880). Hanstein (1861) spricht von knorpeliger Kon- 
sistenz der Kallose. 


4. Feinbau der Kallose 


Der hin und wieder auftauchende Ausdruck .,Kalloseschleim“ ist nur 
insofern berechtigt, als manche echten Pflanzenschleime (Linum usitatissi- 
mum, Plantago psyllium) ebenso wie Kallose in Cuoxam unldslich sind. 
Zudem bleibt Kallose in 20%iger HCl und verdiinnter HNO, ungelést, 
also in Agenzien, die Starkeschleime sofort lésen. Eine besondere Art von 
Pflanzenschleimen, die sich — wenigstens fiir einige Zeit — mit Resorzin- 
blau anfarben lassen, wiirden den Ausdruck ,,Kalloseschleim“ am ehesten 
rechtfertigen. So erhielt ich bei Calluna-vulgaris-Blattern eine Kallosefar- 
bung in der Schleimepidermis. Die Schnitte muften dazu mit 60% iger 
alkoholischer Resorzinblaulésung behandelt werden, da der Schleim in 
wisserigen Medien sofort stark quillt und zerflie®t. Dieser Schleim wird 
von Walliczek (1893) zu den Membranschleimen gerechnet. Esdorn 
und Schanze (1954) geben an, daff der Calluna-Schleim vom Protoplasma 
abgesondert wird. Bei Arbutus unedo und Barosma crenulatum konnte ich 
jedoch keine Resorzinblaureaktion erhalten. Der Calluna-Schleim farbt sich 
nur im ungequollenen Zustand (in Alkohol) mit Resorzinblau. Sobald Was- 
ser eingelagert wird, verschwindet die Farbung. Da die Resorzinblaufar- 
bung wahrscheinlich eine Adsorptionsfarbung darstellt, ist anzunehmen, 
daft der Calluna-Schleim im ungequollenen Zustand eine der Kallose ahn- 
liche Molekularstruktur besitzt. In Cuoxam lést sich der Schleim jedoch so- 
fort auf. Es kaun sich also nicht um Kallose handeln. Auf Grund der 


gleichen Léslichkeit in Cuoxam kommen auch alle Zelluloseschleime nicht 
in Betracht. 


Auf die Quellfahigkeit der Kallose ist in mehreren Arbeiten hingewiesen 
worden (S. 494), jedoch bezieht sie sich nicht auf Wasser, und mit Ausnahme 
starker Alkalien tritt niemals eine so typische starke Quellung ein, wie sie 
fiir Schleime charakteristisch ist. Die elektronenoptische Untersuchung hat 
gezeigt, daf alle Pflanzenschleime eine Struktur besitzen, die durch das 
immer vorhandene Zellulosegeriist bedingt ist (Miihlethaler 1950, 
Frey-Wyssling 1950). Die Untersuchung der Kallose im Elektronen- 
mikroskop wird die Entscheidung treffen, ob Struktur vorhanden ist und 
damit eine Zugehérigkeit zu den Schleimen in Erwagung gezogen werden 
kann. Nach meinen bisherigen elektronenmikroskopischen Untersuchungen 
an den ..Zellstoffbalken* von Caulerpa prolifera kann ich nur feststellen, 
da jegliche Struktur fehlt. Nach einer persénlichen Mitteilung von 
Miihlethaler besteht auch die Pollenschlauchkallose aus einer vollig 
homogenen Substanz. Bausteine sublichtmikroskopischer Gréfenordnung 
sind nicht zu erkennen. Es ist anzunehmen, daf es sich bei der Kallose um 
ein dreidimensionales Molekulargeriist handelt (Miihlethaler und 
Linskens 1956). 


5. Herkunft der Kallose 


Es gibt zahlreiche Beobachtungen, die auf den lebenden Protoplasten 
als Bildungsstatte der Kallose hinweisen. Sie findet sich in Zellen sehr ver- 
schiedenen Alters und Entwicklungszustandes. Wachsende Pollenschlauche, 
Wurzelhaare und Pilzhyphen kénnen Kallose bilden, aber auch ausge- 
wachsene Epidermiszellen (Allium cepa) oder Siebréhren, ja auch alternde 
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Lithocysten, Trichomzellen und Siebréhren bilden kurz vor dem Absterben 
noch Kallose. Theorien iiber die Herkunft der Kallose sind vielfach ge- 
auRert worden, hauptsachlich aber in bezug auf Siebréhrenkallose. Die 
dafiir bekannten vier Anschauungsrichtungen seien mit ihren Verfechtern 
wiedergegeben. 

1. Kallose ist ein Derivat oder Bestandteil der Zellwand: von Mohl 
(1882), Naegeli (1861), de Bary (1877), Wilhelm (1880), de Jan- 
ezewski (1882), Oliver (1887), Lecomte (1888), Sykes (1908). 

2. Kallose besitzt die Eigenschafien eines Eiweiffes und stammt vom 
Protoplasma ab: Russow (1882), A. Fischer (1886), Strasburger 
(1891), Moore (1891). 

3. Kallose ist ein Stairkeschleim: Gardiner (1885). 

4. Kallose entsteht (in den Siebréhren) in zwei Etappen. Die primaire 
Kallose wird aus Zellulose gebildet, die spaiter abgelagerte ist ein Derivat 
des Protoplasmas: Rendle (1889), Hill (1901). 

Gegen die Eiweif- und gegen die Starkenatur der Kallose lassen sich 
Einwande erheben. Der Nachweis Russows (1882) mit einem Gemisch 
von Jod, HNO, und KCIO,, mit dem er bei Siebréhrenkallose Eiweifinatur 
feststellte, ist genau so fragwiirdig, wie es die ausfiihrlichen Versuche 
Moores (1881) sind. Moore behandelte die Siebréhrenkallose von Cu- 
curbita pepo mit Magensaft und Millons Reagens, ferner wandte er die 
Xanthoprotein- und die Biuretreaktion an. Alle von Moore erhaltenen 
schwach positiven Ergebnisse hat Schmidt (1917) nachgepriift und wider- 
legen miissen. Schmidt vermutet, da Moore Schleim mit Kallose ver- 
wechselt hat. Immerhin wire es méglich, daf die Kallose einen ganz gerin- 
gen Prozentsatz an stickstoffhaltigen Substanzen enthalt, der vielleicht 
Schmidt entgangen ist. Wie von mir erwahnt wurde (Eschrich 1954), 
findet sich bei der Aufbereitung der Zystolithenkallose stets ein N-haltiger 
Rest von zirka 0,17%, der einer Extraktion mit Wasser, Alkohol, Ather, 
i n HCl, ja selbst 5%iger kalter NaOH energischen Widerstand leistet. 
Ich unternahm deshalb nochmals Verdauungsversuche mit Papain, Pepsin 
und Trypsin und verwendete dazu die Siebréhrenkallose der Blattstiele 
von Victoria cruziana. 

Blattstiele von Victoria cruziana wurden sowohl frisch als auch in Carnoy 
fixiert, in 50-u-Querschnitte zerlegt. Die Behandlung erfolgte mit: 

i. Pepsin in Glyzerin gelést + 1/10n HCl 

Kontrolle: Glyzerin + 1/10n HCl 
2. Trypsin + K,HPO,-Lésung 
Kontrolle: K,HPO,-Lésung 
3. Papain + KH,PO,-Lésung + Cystein (Spur) 
Kontrolle: KH,PO,-Lésung + Cystein (Spur) 
4. Papain + KH,PO,-Lésung + NaCN (Spur) 
Kontrolle: KH,PO,-Lésung + NaCN (Spur) 

Die Fermentaktivitét der Lésungen 1—4 wurde mit gekochtem Hiihnereiweif 
nachgepriift. Die bei 40°C durchgefiihrte Verdauung wurde spitestens 24 Stunden 
nach vollstandiger Lésung des Hiihnereiweifes abgebrochen. 


Das Ergebnis: Die Lésungen 1, 2 und 4 zeigten unverinderte Kallose- 
polster, die auch nach der Fermentbehandlung in Cuoxam unlislich blie- 
ben. Liésung 3 bewirkte bereits nach 18 Stunden eine vollstindige Lésung 
der Kallose infolge bakterieller Zersetzung (vgl. D2). Ein Unterschied im 
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Verhalten der Kallose unfixierter und fixierter Siebréhren war nicht zu 


bemerken. 


Auf Grund dieser Versuche ist es unwahrscheinlich, da Kallose aus 


Eiweifi besteht. In z. Z. noch laufenden Ver- 
suchen soll festgestellt werden, ob Kallose- 
material, das nach Walter (1920) mit fett- 
lésenden Mitteln extrahiert wurde, von Tryp- 
sin verdaut wird. Vorlaufig bleibt jedoch der 
einzige nachweisbare Baustein der Kallose 
d-Glukose (Mangin 1910, Eschrich 1954). 


Was die Starkenatur der Kallose anbe- 
trifft, so schreibt Gardiner (1885): ,... Die 
Gegenwart und das allmahliche Verschwinden 
von Siebréhren-Starkekérnern sowie die De- 
generation des plasmatischen Inhalts zu Schleim 
laRt nur wenig Zweifel, da Kallose in Wahr- 
heit von der Natur eines Starkeschleimes ist . . .“ 
Schmidt (1917) hat nach 24stiindiger Pytalin- 
behandlung bei 35°C keine Lésung der Kallose 
beobachten kénnen. Weiterhin laRt sich gegen 
die Aussage Gardiners einwenden, daf 
viele kallosefiihrende Zellen (manche Sieb- 
rohren, Haare, Wurzelhaare, Exokarpzellea 
von Boraginaceen, z. T. Pilzhyphen, Lithocy- 
sten) keine Starke enthalten. 


Die Annahme, da Kallose ahnlich wie die 


Zellwand ein Derivat des Protoplasmas ist, ge- 
winnt damit an Wahrscheinlichkeit. Fraglich ist 
jedoch, bis zu welchem Grad die Kallose Be- 
standteil der Zellmembran wird. Plasmolysier- 
bare Zellen zeigen stets ein Festhaften der 
Kallose an der Zellmembran (Wundsiebréhren, 


Allium-Epidermis). In manchen Fallen (Pilz- 
hyphen, Pollenschlauche. Wurzelhaare) ist die 
Kallose sogar als innere Membranschicht zu be- 
zeichnen. Aus diesem Grund ist die oben zitierte 
vierte Anschauungsrichtung: primaire Kallose 
(der Siebréhren) entsteht direkt aus der Zell- 
wand der Siebplatten, nicht ohne weiteres von 
der Hand zu weisen. Da diese Theorie nur auf 
anatomischen Feststellungen beruht, besteht 
kein Grund zu der Annahme, daf es sich bei 
primarer und sekundarer Kallose um chemisch 
oder strukturmafig verschiedene Stoffe handelt. 
Andererseits ist der Beobachiung, daf bei fort- 
schreitender Kallosevermehrung an der Sieb- 
platte die Zellwanddicke abnimmt (H il] 1901), 
gegeniiberzustellen, daf die urspriinglich gleich 


70. 
Abb. 2. Schematische Dar- 
stellung der Kallosebildung 
bei der Siebplattenentwick- 
lung. Kallose schwarz. 1: 
Tiipfel; 2: Beginn der Kal- 
loseproduktion. Im Bereich 
der Siebplatte verdiinnt, an 
den Plattenraindern  ver- 
dickt sich die Sekundar- 
membran; 3: Siebplatte 
kurz vor der Fertigstellung 
(nach Eschrich 1953). 


dicken Plattenrander zu Wiilsten anschwellen (Eschrich 1953) und so- 
mit nur eine Zellulose-..Verdrangung’ nach dem Plattenrand zu statt- 


finden kénnte (Abb. 2). 
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C. Uber Kallosevorkommen in Pflanzen 


1. Kallose in Siebroéhren 


Siebréhrenkallose ist in allen Gefa&pflanzen zu finden. Auch bei O phio- 
glossum vulgatum traf ich Siebréhrenkallose an, obwohl Poirault 
(1891 a) bei den Siebréhren der Ophioglossaceen keine Kallose finden 
konnte. Die als ,Siebréhren* gedeuteten Strange bei Polytrichum fiihren 
keine Kallose (Crafts 1939). 

Die erste Andeutung fiir das Vorhandensein von Siebréhrenkallose 
machte Hartig (1851). Hanstein (1861) gab bekannt, daf das Auf- 
treten von .Kallus* ein sicherer Anzeiger fiir Siebréhren sei. Naegeli 
(1861) versuchte als erster die stoffliche Natur der Kallose zu ergriinden, 
kam jedoch zu einem Fehlschluf8, indem er sie mit dem Siebréhrenschleim 
in Zusammenhang brachte. Eine erste Zusammenfassung iiber das Kallose- 
problem gab de Bary (1877) in seiner ,,Vergleichenden Anatomie“. — In 
der Folgezeit erschienen zahlreiche Arbeiten iiber Siebréhrenkallose. Bei 
diesen Untersuchungen waren vor allem Wilhelm (1880), de Jan- 
czewski (1882), Russow (1882), Fischer (1884 und 1886), Lecomte 
(1888) und Strasburger (1891) mafgebend beteiligt. Hill (1901) unter- 
suchte die Kallose der Gymnospermen- (Pinus-) Siebréhren. — Eine zu- 
sammenfassende Darstellung gibt Schmidt (1917). Dabei geht er auf die 
Bedeutung der Kallose ein, vernachlassigt jedoch die Kallosevorkommen 
auRerhalb der Siebréhren. 

Das standige Vorhandensein von Kallose in Siebréhren wurde in der 
Folgezeit als gegebene Tatsache genommen. Es sei deshalb nunmehr dar- 
gestellt, was iiber die Entstehung der Kallose, ihre Bildungs- und Ablage- 
rungsorte und den Zustand der Siebréhren zur Zeit der Kallosebildung be- 
kannt geworden ist. 

Kallose findet sich in den Siebréhren aller Pflanzenorgane. Uber ihr 
Vorhandensein in den Endigungen der Blattbiindel liegen keine Darstel- 
lungen vor. K och (1884) schreibt lediglich, da die letzten, oft blind endi- 
genden Siebréhrenglieder in den Biindelenden schaumigen Schleim und 
Zellkerne enthalten. Siebplatten sah er nicht. 

AuBer an den Siebplatten tritt Kallose auch an den Siebfeldern der 
Langswinde auf. Die Tiipfelverbindungen zwischen Geleitzellen scheinen 
stets Kallosepolster zu besitzen. Nach Schmidt (1917) fiihren die gemein- 
samen Siebtiipfel zwischen den Cuscuta-Haustorien und den Sieb- 
réhren der Wirtspflanze Kallose, haben aber keine Plasmaverbindungen. 

Uber die Bildung der Kallose stimmen die Ansichten weitgehend iiber- 
ein. Nach Wilhelm (1880) treten zuerst Kallosepfrépfe in den Tiipfeln 
der spateren Siebplatte auf, die dann iiber die Oberflache der Sekundir- 
lamelle hervortreten und sich schlieBlich unter gleichzeitiger Offnung der 
Tiipfel zu Poren mit benachbarten Kallosepfrépfchen zu einem Belag ver- 
einigen. Hill (1901) findet die ersten Kallosespuren immer erst dann, 
wenn ein Plasmafaden, der die Siebplatte durchzieht, sichtbar wird. Die 
Kallose erscheint dann in Gestalt von diinnen Staben, die sich meist von 
der Mittellamelle nach dem Zellinnern zu trichterfoérmig erweitern und 
den Plasmafaden umschlieBen. Es handelt sich demnach um Kalloseréhren. 
Hill (1901 und 1908) stellt sich die Bildung der primiren Kallose so vor, 
da um den Plasmafaden herum die Zellulose der Sekundirlamelle .zu 
Kallose degeneriert“. Die spiter gebildeten Kallosepolster sollen jedoch 
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vom Protoplasien neu gebildet sein. In der Tat scheint die Kallose sehr 
eng mit der Zellwand verkniipft zu sein, denn solange sich eine Siebzelle 
total plasmolysieren lat, bleibt die Kallose an der Zellwand haften 
(Eschrich 1953). Die Ausbildung der Siebplattenkallose konnte ich an 
Wundsiebréhren von Impatiens beobachten (Eschrich 1953) (Abb. 2). 
Bereits vorhandene Tiipfelkanale werden zuerst mit Kallose ausgekleidet. 
Mit zunehmender Kallosebildung nimmt die Dicke der Sekundaérwand ab. 
Gleichzeitig schwellen aber die Plattenrander zu regelrechten Wiilsten an, 
so da man geneigt ist, an eine Verlagerung des Zellwandmaterials nach 
dem Plattenrand hin zu denken. Uber die Auflésung der Mittellamelle in 
den Siebréhrentiipfeln liegen verschiedene Befunde vor (Huber 1939, 
Huber und Kolbe 1948, V ol z 1952). Nach elektronenoptischen Befunden 
besitzen die Gymnospermen in der Regel noch Schlie&haute in den Sieb- 
poren, die demnach besser als Siebtiipfel zu bezeichnen waren. Offene 
Porenkanile finden sich bei abgeleiteten Formen (Cucurbita). Ulmus und 
Robinia fiihren am Plattenrand geschlossene Tiipfel, in der Plattenmitte 
offene Poren. Populus hat offene Poren in den Siebplatten, die Siebfelder 
der radialen Langswande dagegen besitzen Tiipfel mit SchlieRhauten 
(Volz 1952). Auer den Siebporen treten in den Siebréhrenwanden auch 
Plasmodesmen bis herab zu einem Durchmesser von 0,02 ~ auf. die ge- 
schlossen sind (Volz 1952). 

Uber das mengenmafig unterschiedliche Aufireten von Kallose in den 
Siebréhren verschiedener Pflanzen bemerkt Crafts (1939) folgendes: Die 
Kalloseproduktion ist bei manchen Pflanzenarten, z. B. Pinus, Picea, Cucur- 
bita, reichlich (hierzu gehért zweifellos eine grofe Reihe weiterer Phanero- 
gamen), Gefafkryptogamen bilden nur begrenzt Kallose aus. Bei Laub- 
moosen (Polytrichum) fehlt sie vollstandig. Ein Unterschied in der Fahig- 
keit, Kallose zu bilden, besteht praktisch nicht. Deshalb lassen sich auch 
keine Beziehungen zwischen Kallosebildung und Form bzw. Funktion der 
Siebroéhren kniipfen. Auch die Klassifizierung Fischers (1886) in: 


1. Siebréhren mit gerinnbarem Saft (Cucurbitaceen), 

2. Siebréhren mit Schleim (Urticaceen, Cannabinaceen, Chenopodia- 

ceen, Crassulaceen, Oxalidaceen), 

3. Siebréhren mit viel Starke (Tropaeolaceen, Labiaten), 
zeigt keinerlei Beziehung zur Kallosebildung. 

Auch die Untersuchung iiber die verschiedenen Inhaltskérper der Sieb- 
réhren, wie Schleimkérper (Esau 1947), die hauptsachlich in jungen Sieb- 
réhren auftreten und zusammen mit den Siebréhrenkernen verschwinden, 
oder ,,ausgestoRene Nucleolen® (Esau 1947), die Engard (1944) als glo- 
boide Schleimkérper beschrieb, lassen sich mit der Kallosebildung nicht in 
Zusammenhang bringen. 

Besondere Beachtung verdient m. E. der Hinweis Fischers (1886), 
da Siebréhrenkallose in verletzten Siebréhren reichlich vorhanden ist. Er 
fand, da® Pflanzen, die in toto durch Abbriihen fixiert wurden, nur ge- 
ringste Spuren von Kallose in den ausgewachsenen Siebréhren fiihren, 
wiahrend bei der iiblichen Fixierung, die ja immer mit einem Zerschneiden 
der Siebréhrenstrange verbunden ist, erheblich gréRere Kallosemengen 
auftreten. 

Die Erscheinung der Kerndegeneration in Siebréhren ist mehrfach unter- 
sucht worden. Jedoch konnte stets festgestellt werden, da® Kallose bereits 
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vorhanden ist, bevor der Kern aufgelést wird (Crafts 1933/34, Huber 
und Rouschal 1938, Eschrich 1953, Resch 1954). 

Besonders eindrucksvoll ist die Bildungszeit der Kallose an Wundsieb- 
réhren zu verfolgen, da man hier durch die Wundsetzung die Bildung der 
Siebréhren auslésen kann (Kaan-Albest 1934, Crafts 1933/34, Esch- 
rich 1953). Allerdings soll nach Resch (1954) der Kernzerfall bei Wund- 
siebréhren spater erfolgen als bei normalen Siebréhren. 

Der Zeitpunkt des Beginns der Kalloseproduktion fallt auch nicht mit 
dem Eintritt der Siebréhren in den Zustand der Reife zusammen. Huber 
und Rouschal (1938) sprechen bei der .reifen“ Siebréhre von einem 
~praletalen“ oder ,,pramortalen* Zustand des Protoplasten. Sie finden, daft 
bei beginnendem Kernzerfall ein Maximum an Permeabilitit erreicht wird. 
zu welchem Zeitpunkt jedoch schon erhebliche Mengen an Kallose produ- 
ziert worden sind. Dieser Zustand kann u. U. erst 6 Wochen nach Beginn 
der Kalloseproduktion eintreten (Eschrich 1953). 

Eine vermehrte Bildung von Kallose kann in Siebréhren kiinstlich her- 
vorgerufen werden. Schumacher (1930) beobachtete, da Eosin, in die 
Siebréhren eingeleitet, die Ausbildung miachtiger Kallosepolster an den 
Siebplatiten verursacht. Und zwar treten diese Kalloseverschliisse immer in 
einer gewissen Entfernung von der Farbstoffspitze auf. Die Siebréhre geht 
spater zugrunde. Diese ..Eosin-Reaktion® Schumachers zeigt, daf die 
Kallosebildung mit dem lebenden Protoplasten im Zusammenhang 
stehen mu. Es geniigen anscheinend geringste Mengen von Kalium-Eosin, 
Mengen, die gerade eine Fluoreszenz im UV-Licht zeigen, um die Kallose- 
bildung hervorzurufen (Eschrich 1953). 

Uber die vermehrte Kalloseproduktion infolge Infektion mit Blattroll- 
virus bei der Kartoffel soll weiter unten berichtet werden. Durch Virus- 
infektion kann auch der umgekehrte Fall, die Unterbindung der Kallose- 
bildung, ausgelést werden. Hierbei tritt jedoch Phloemnekrose ein (Esau 
1935). 

Alle diese Erscheinungen verursachen im Endeffekt stets ein Absterben 
der Siebréhren. Vorher aber scheinen die genannten Faktoren einen quanti- 
tativen Einflu® auf die Kallosebildung im Sinne einer Anregung oder einer 
Blockierung auszuiiben. 

Die gleiche Erscheinung vermehrter Kallosebildung tritt uns im Winter- 
zustand der Siebréhren entgegen. Bei annuellen Pflanzen werden im all- 
gemeinen die Siebplatten und Siebfelder im Spatherbst (oft aber schon 
nach dem Fruchtfall) durch dicke Kallosepolster unwegsam gemacht. Die 
verrottenden Pflanzenteile verlieren ihre Kallose durch Bakterienfraf, noch 
bevor die Zellulose abgebaut wird. 

Bei zweijahrigen oder perennierenden Pflanzen tritt die gleiche Blockie- 
rung der Siebplatten ein. Meist obliterieren die Siebréhren im Herbst. Sie 
verlieren ihren plasmatischen Inhalt (Fischer 1886) oder fiillen sich mit 
Gas (Esau 1947). Fiir eine Anzahl von Pflanzen jedoch ist nachgewiesen, 
daf ihre Siebréhren zwei oder mehr Jahre funktionstiichtig bleiben. De 
Janczewski (1878) beobachtete an Phragmites-Rhizomen, daft die Sieb- 
réhrenkallose im zeitigen Friihjahr verschwindet, wenn man das Rhizom 
im warmen Zimmer kultiviert. Tilia-Siebréhren sollen sogar vier Jahre 
funktionstiichtig bleiben (de Janczewski 1881, Esau 1948). Lecomte 
(1889) war der Meinung, daff die Reaktivierung der Siebréhren fiir 
perennierende Monocotylen charakteristisch sei; auch fiir Rosa gab er eine 
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zweijahrige Funktionsdauer an. Lode wick (1928) fand bei Liriodendron 
zweijahrige Siebréhren. Eine ausfiihrliche Darstellung der Reaktivierung 
des Phloems gibt Esau (1948) fiir Vitis vinifera. Sie unterscheidet vor- 
laufige Kalloseverschliisse (dormancy, provisional callus), die nur zeitweilig 
(wahrend des Winters) die Siebporen bedecken, und endgiiltige Kallose- 
verschliisse (definitive callus), die auftreten, wenn die Siebréhre ihre Auf- 
gabe erfiillt hat und aufer Funktion gesetzt wird. 


2. Kallose in den ,Siebréhren* der Algen 


Die erste Notiz iiber das mégliche Vorkommen von Kallose in Algen 
gibt Wil] (1884). Er fand, da die Siebplatten von Macrocystis und Nereo- 
cystis in einigen Fallen von ei- 
ner kérnigen Substanz bedeckt 
waren, die sich mit Jod gelb 
farbte. Fiir ein zweites Bauele- 
ment des axialen Stranges der 
Algen, die Siebhyphen (trumpet 
hyphae), die Wille (1885) fiir 


Abb. 3. Siebhyphe (trumpet Abb. 4. Siebréhren von Macrocystis 

hyphae) von Macrocystis pyri- pyrifera. Kallose schwarz (nach 

fera. Kallose schwarz (nach Oliver 1887). (900 X.) 
Oliver 1887). (750 X.) 


die Rotalge Cystoclonium purpurascens (Huds.) Kiitz. und fiir Chorda filum, 
Laminaria digitata, Laminaria clustoni, Laminaria saccharina und Fucus- 
Arten beschrieb, ist die Leitfunktion noch nicht erwiesen, doch sehr wahr- 
scheinlich. Oltmanns (1904) unterscheidet ,Siebhyphen* (= ,,trumpet 
hyphae“) (Abb. 3) ohne perforierte Querwande von ,.,Siebzellen* oder 
»Siebréhren* (Abb. 4), die nach Oliver (1887) nur bei Macrocystis und 
Nereocystis regelmaRig neben Siebhyphen zu finden sind. Oliver (1887) 
fand als erster, da beide Elemente Kallose neben Zellulose enthalten und 
obliterieren kénnen. Ausfiihrlich berichtet Sy kes (1908) iiber die Kallose 
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der Algensiebelemente. Durch Farbreaktionen mit Londonblau, Wasser- 
blau, Kongorot und Thionin gewann Sykes den Eindruck, als ob Kallose 
eine schleimige, hydratisierte Form von Zellulose sei. Sie beobachtete, da® 
Laminaria digitata und Laminaria saccharina im Winter gréRere Kallose- 
polster besitzen als im Sommer und daft eine Farbung mit den oben ge- 
nannten Farbstoffen nur nach vorheriger Quellung zustande kommt. (Mit 
Resorzinblau bekam ich bei Chorda-filum-Siebhyphen eine klare Kallose- 
reaktion. Ref.) Sy kes schreibt weiter, daB die Kallose nicht nur an den 
Siebplatten gebildet werde, sondern oft auch die Langswande bedecke. Die 
Siebréhren von Macrocystis sollen sich nach Oltmanns (1904) dadurch 
von Phanerogamen-Siebroéhren unterscheiden, daf sie ihre Zellkerne bis zur 
Obliteration behalten. Ein ausfiihrliches Verzeichnis der alteren Literatur 
findet sich bei Sykes (1908). 

Die von Moore (1891) bearbeiteten Kallose-,stoppers“ der Rotalge 
Ballia callitricha Ag. stellen halbkugelige bis linsenférmige Belage dar, 
die die Querwande langlicher Zellen beiderseits bedecken. Diese Zellen sind 
zu einer Zellreihe vereint, die den Thallusast axial durchlauft und z. T. 
auch in Fiederiasten auftritt. Abbildungen finden sich bei Archer (1889). 
Ob es sich hier um Kallosebelage handelt, ist nicht sicher, da Moores 
Kallosenachweise von Schmidt (1917) widerlegt wurden (vgl. S. 498). 
Denkbar wire jedoch, daft diese ,,stoppers* eine ahnliche Funktion wie der 
Siebréhrenkallus haben. Lage und Aussehen der stopper-Zellreihen lassen 
eine Leitfunktion vermuten. 


3. Kallose an jungen Tracheiden 


AuRerhalb der Siebréhren wurde Kallose zum erstenmal von Gar- 
diner (1885) entdeckt. Durch Anfarben mit Corallin-Soda und Hofmanns- 


Blau konnte er nachweisen, daf an 
den Spitzen junger Tracheiden Kal- 
losebelige auftreten kénnen. Der- 
4 artiges sah er bei Sambucus-Wur- 

. SETI IO jf zeln und Vicia-Stengeln. 
: y Um dies nachzupriifen, habe ich 
eine Zeitlang vergeblich versucht. 
Kallose in Tracheidenendigungen 
von Wurzelspitzen und Blattern an- 
zutreffen. Auch die bei Verletzung 
der Leitbiindel neugebildeten Wund- 
tracheiden von Impatiens-Arten 
zeigten keine Kallosepolster. Durch 
mit zwei Kallosepolstern (K). Zufall fand ich jedoch im Paren- 
chymgewebe der Gynobasis von 
Lindelofia spectabilis (Boraginaceae) Tracheidenendigungen, die kleine. 
halbkugelige Kallosepolster aufwiesen. Diese Polster (Abb. 5) liegen meist 
in der Nahe eines der beiden spitzen Enden der Tracheidenwand auften 


auf, so daf sie hauptsichlich in der benachbarten Parenchymzelle sichtbar 
sind. 


Abb. 5. Tracheidenendigung in der 
Gynobasis von Lindelofia spectabilis 


4. Kallose in Milchrohren 


Spencer (1939) stellte fest, da bei Hevea brasiliensis die Milchréhren 
in Trenngeweben des Blattstieles durchweg mit dicken Kallosepfropfen 
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verschlossen sind. Schneidet man die Blatter im Trenngewebe ab, so tritt 
weder am Blattstiel noch am Stamm Milchsaft aus der Wunde. Die anatomi- 
sche Untersuchung ergab, da besonders an den Verzweigungsstellen der 
Milchréhren Kallose das gesamie Réhrenlumen ausfiillt (Abb. 6). Auch in 
den Stielen der Fiederblatter fand Spencer Kallose. Bei jungen Blattern 
fehlte sie. Spencer meint, da durch den Kalloseverschlu® ein Stoff- 
transport zumindest iiber weite Strecken unterbunden wiirde. Auch in 
Ficus-Milchréhren tritt Kallose auf, wie Currier (persénliche Mitteilung) 
mit der Anilinblaufluoreszenz nachweisen konnte. AuBer bei Ficus elastica 
(Taf. 1, Abb. 9) fand ich in den Milch- 

rohren der Spatha von Alocasia 

macrorrhiza Kallose. 


Obwohl Milchréhren bei Monocoty- 
len nur fiir Musaceen und Araceen be- 
schrieben worden sind (Haberlandt 
1904), so gehéren im weiteren Sinne 
sicher auch die ,laticiferous cells“ der 
Allium-cepa-Schuppe, wie sie von 
Rendle (1889) beschrieben wurden, 
hierher. Hanstein (1861) bezeichnete 
diese Zellreihen als .Schlauchreihen™. 
Gelegentlich taucht auch der Name 
»Exkretionssacke* auf. Es handelt sich 
um Reihen parenchymatischer Zellen, 
die in den Blattern etwa in der Ebene 
der dritten subepidermalen Schicht 
verlaufen. Am Schuppengrund bilden 
sie Anastomosen untereinander aus, in - 
den griinen Blatteilen liegen sie unter Abb. 6. Milchréhren aus der Blait- 
den Palisadenschichten und endigen — stielbasis von Hevea brasiliensis. 
blind. Eine Verbindung zum Leit- K = Kallose, SR = Siebréhre, 
biindelsystem besteht nicht. Die Zellen MR = Milchréhren, H = verholztes 
sind mit einem in Alkohol léslichen. Parenchym, T = Trenngewebe, ohne 
kérnigen Milchsaft gefiillt, der beim Mafstab (nach Spencer 1939). 
Anschneiden der Zwiebel auslauft. 
Rendle (1889) beobachtete knotige Polster auf beiden Seiten der nach sei- 
ner Meinung nicht perforierten Querwande. Diese Polster geben Corallin- 
Seda-Reaktion (Abb. 7). Mit Resorzinblau habe ich stets eine einwandfreie 
Kallosereaktion bekommen. 


5. Kallose bei Caulerpa prolifera 


Die noch in der neuesten botanischen Lehrbuchliteratur (Harder 1951, 
p. 319) vertretene Meinung, daf die ..Zellulosebalken“ im Innern der 
Caulerpa-Pflanzen zur Aussteifung des Thallus dienen, diirfte auf eine 
Veroffentlichung Naegelis (1844) zuriickgehen. Naegeli vergleicht die 
dickwandigen Caulerpa-Schlauche und ihre ..Stiitzen* mit den Schrauben- 
und Netzgefafen héherer Pflanzen. 

N oll (1888) zeigte dagegen, daf® die Alge an der Luft alsbald kollabiert, 
wobei sich die ,,Zellulose*-Balken als schwache .Stiitzen* erwiesen. Er suchte 
ihre Funktion weniger auf mechanischem als auf physiologischem Gebiet 
und konnte nachweisen, da diese Fasern leicht passierbare Bahnen fiir den 
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Stoffaustausch zwischen dem Pflanzeninnern und dem AuBenmedium dar- 
stellen. 

Uber die chemische Zusammensetzung des Caulerpa-Membranschlauches 
schrieb Correns (1894), daB es sich weder um Zellulose, Kallose, Pilz- 
zellulose (oder Chitin) noch um Reservezellulose handeln kénne. Neuerdings 
sind von Steward und Miihlethaler (1953) elektronenoptische Unter- 
suchungen an der Schlauchwand von Valonicaceen gemacht worden. Danach 
scheint die Ablagerung der Zellstoff- 
fibrillen in ganz anderer Weise vor sich 
zu gehen, als es bei héheren Pflanzen 
beim Intussusceptionswachstum der Fall 
ist. Offensichtlich lat sich daher aus 
dem negativen Ergebnis bestimmter Ad- 
sorptionsfarbungen noch kein sicherer 
SchluB auf das Nichtvorhandensein von 
Zellulose ziehen. Andererseits sei er- 
wahnt, daff unter der grofen Zahl ver- 
schiedener Polysaccharide, die aus 
Meeresalgen gewonnen wurden, auch 
eine .,Algenzellulose“ sehr weit ver- 
breitet zu sein scheint (Mori 1953). 
Diese gleicht im Aufbau der Zellulose 
hodherer Pflanzen, besitzt jedoch Zellu- 
losemolekiile mit nur 160 Glukose- 
einheiten. Demzufolge ware auch bei 
den Siphonalen das Vorhandensein 
einer niedermolekularen Zellulose nicht 
ausgeschlossen. 











Die Beteiligung der Kallose an der 
Membranbildung bei Cauler pa beschrieb 
zuerst Mirande (1913a). Mirande 
war als Schiller Mangins mit den 
Kallosereaktionen vertraut. Er stellte 
fest, daB die Membran keine Zellulose 
enthalt, sondern aus Pektinstoffen und 
Kallose besteht. Beim Herauslésen des 
Pektins mit kochender (wahrscheinlich 
stark verdiinnter) HNO, und NH,-Wasser wurde der Rest. die Kallose. so 
verandert, daft sie nun in Cuoxam léslich war. In einer ausfiihrlichen Arbeit 
beschreibt Mirande (1913b) die Membran von Caulerpa wie folgt: Die 
Schlauchmembran und die ..Querbalken* (trabécules membraneux) bestehen 
aus Lamellen. Aufen liegt auf dem Schlauch eine gegen die Einwirkung von 
Chemikalien und Farbstoffen trage reagierende Kutikula. Die darunter be- 
findliche Membran gibt Kallosereaktionen, Zellulose- und Hydrozellulose- 
reaktionen sprechen nicht an. Die Querbalken stellen ein primares Fila- 
ment dar, das sekundar von einer Wandsubstanz umhiillt wird. Ihre Auf- 
gabe besteht darin, die riesige Schlauchzelle mit Nahrstoffen zu versorgen. 
An den Insertionsstellen der Querbalken in der Schlauchwand finden sich 
trichterférmige Vertiefungen, in denen haufig parasitische Algen festsitzen 
oder gar in die Balken hineinwachsen. Mirande nimmt sodann eine Ein- 


Abb. 7. Léangsschnitt durch ein 
Allium-cepa-Blatt. Kallosebelige 
(schwarz) an der Querwand der 
.Schlauchzelle* (S$), N = Kern (nach 
Rendle 1889). (200X.) 
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teilung der Siphonales nach der Membranzusammensetzung vor und unter- 
scheidet: 
1. Algenmembranen ohne Zellulose. aber mit Kallose und Pektinen: 
Udoteen, 
2. Zellulose vorhanden, daneben aber auch Kallose und Pektin: 
Bryopsidaceen, Derbesiaceen, Codiaceen, 
3. Keine Kallose vorhanden, dafiir aber Zellulose und Pektin: Vaucheria- 
ceen, Phyllosiphoniaceen. 
Bei geniigend diinnen Querschnitten von Caulerpa-.Rhizomen* konnte 
ich feststellen, daB die Querbaiken im Innern einen Kanal fiihren, der an 
der Trichtermiindung auferst eng ist, sich dann aber plétzlich nach dem 


Abb. 8. Querschnitt durch die Thallusachse von Caulerpa prolifera. Kallose schwarz. 
P = Plasma, S = Starke, Zl = Zwischenlamellen, C = Kutikula, iK = innere Kallose- 
lamelle, 4K = auBere Kalloselamelle. 


Schlauchinnern zu erweitert. Die Querbalken bilden wahrscheinlich ein 
reich veristeltes, raumlich angeordnetes ,,Adernetz*. Die den Kanal um- 
kleidende Réhre, also die eigentliche Querbalkensubstanz, farbt sich mit 
Resorzinblau wie Kallose. An der Trichtermiindung erweitert sich diese 
Kalloseréhre und verschmilzt mit der den gesamten Organismus umklei- 
denden Kalloseréhre (4K), die Bestandteil der Algenmembran ist. Oft treten 
noch einige diinne Kalloselamellen (iK) in der Membranréhre auf, die durch 
Schichten voneinander getrennt sind, die mit Resorzinblau keine Blau- 
firbung ergeben (Abb. 8 und Taf. 1, Abb. 3). Das elektronenmikroskopische 
Bild eines Querbalkens laft keinerlei Struktur in der Kallose erkennen. 


6. Kallose in Pilzen 


Zalewski (1883) fand zwischen den jungen Konidien von Cystopus 
candidus ,,Zelluloseleisten*, die sich mit Chlorzinkjod gelbrosa farbten und 
in Wasser stark quollen. Im gequollenen Zustand stellt eine solche Leiste 
eine Art Gallerte dar, die sich in Wasser allmahlich auflést und die Koni- 
dien freigibt. Nach Mangin (1891) besteht diese ,,Zelluloseleiste* aus Kal- 
lose; er sagt, da sie nur wahrend des Ablésungsvorganges der Konidien 
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gebildet wird 4. Im einzelnen geht der Abschniirungsvorgang so vor sich, dal 
in einer bestimmten Entfernung vom Hyphenende ein Kallosering gebildet 
wird, der das Hypheninnere verengt. Wahrend der Ausbildung der Konidie 
verengt sich der Kallosering immer mehr, bis er zu einer abschlieBenden 
Trennwand zusammengewachsen ist, die sich schalenférmig der Konidien- 
rundung anpaft. Zwischen Kallose und Konidie .schiebt* sich sodann eine 
zellulosische Wand (die Membran der Konidie), und die Kallose beginnt sich 
in Wasser ohne vorausgehende Quellung aufzulésen. Sobald die Kallose die 
Eigenschaft annimmt, sich in Wasser zu lésen, versagen die Farbungen mit 
-bleus solubles“ (gemeint sind die wasserléslichen blauen Triaminotri- 
phenyl methanfarbstoffe). 

In der gleichen Arbeit beschreibt Mangin Kallosepfropfen, die un- 
regelmafig verteilt im Innern der Hyphen von Peronospora sp. sp. vor- 
kommen und durch Zusammen,,flieBen* zu einem Trichter den Querschnitt 
der Hyphe verengen oder gar verschlieBen kénnen. Von diesen unregel- 
maBigen Pfropfen (bouchons) unterscheidet er die beim gleichen Objekt 
auftretenden Scheidewiande (cloisons) aus Zellulose mit beidseitiger starker 
Kalloseauflagerung. Ein Auftreten von derartigen Kallosepfropfen und 
kallosebedeckten Scheidewanden kann ich fiir konidienbildendes Mycel von 
Phytophthora infestans bestatigen (Abb. 9—12). Besonders haufig waren 
hier auch die Hyphenspiizen mit Kallose ausgefiillt. Abgestorbene Hyphen- 
teile wurden von lebenden fast stets durch einen dicken Kallosepfropf iso- 
liert. Es sei jedoch hier darauf hingewiesen, da eigentiimlicherweise immer 
nur einige Hyphen aus einem Mycel (der gleichen Petrischale!) mit Kallose 
versehen sind. Direkt daneben liegen wiederum Hyphen, die iiberhaupt 
keine Kallose aufweisen. 

Greis (1937) berichtet iiber das Auftreten eines ..Kallus‘ an den 
Querwianden der dikaryotischen Fruchtkérperhyphen von Tulostoma mam- 
mosum Fries. (Basidiomycetes) kurz vor dem Absterben der Hyphen oder 
der Bildung des Capillitiums, wobei gleichzeitig Pigment eingelagert wird. 

In einer weiteren Arbeit erwahnt Mangin (1895), da Oogonien und 
Oozygoten oft mit Kallosemassen angefiillt sind oder im Innern einen 
Kallosering besitzen. 

Farr (1954) stellt das Auftreten von Kallose in der Innenwand der 
Conidiophoren von Aspergillus niger und Aspergillus carbonensis fest. 

Bei der Innenwand der Phytophthora-Konidien und bei Sporangien 
von Mucor mucedo konnte ich vereinzelt Kallosereaktion bekommen. 

Diesen als Polster, Wiilste oder Scheidewande ausgebildeten Kallose- 
vorkommen bei Pilzen stehen Beobachtungen Mangins gegeniiber, wo- 
nach ganze Hyphenwinde Kallose enthalten oder gar véllig aus Kallose 
bestehen sollen. Da Mangin derartige Kallose zur Analyse benutzte, ist 
es notig, niher auf diese von Schmidt (1917) als zweifelhaft dargestell- 
ten Befunde einzugehen. 

Mangin (1890) behauptete, Kallose sei bei Pilzen weit verbreitet und 
bilde einen standigen Begleiter der Pilzmembran. Er schlof dies aus der 
Farbbarkeit der meisten Pilazmembranen — allerdings meist erst nach lin- 
gerer Saiuren- oder Laugenbehandlung — mit Farbstoffen der Benzidin- 
reihe und der Triphenylaminmethan-Gruppe. Mangin zahlte die Kallose 
zu den drei ..substances fondamentales* der Membran und stellte sie damit 


4 Es scheint sich also nur um einen Teil des Disjunctors zu handeln. 
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gleichbedeutend neben Zellulose und Pektine. Auf Grund dieser Voraus- 
setzung hatte er natiirlich geniigend ..Kallose* in Form von Pilzmembranen 
fiir eine Analyse zur Verfiigung. 

Schon vor ihm hatte Hoffmeister (1888) Steinpilze verarbeitet, wobei er ein 
weifes Pulver — die Grundsubstanz der Pilzzellwande — erhielt, das weder Asche 


44 
}; 


Abb. 11. Abb. 12. 


Abb. 9—12. Hyphen von Phytophthora infestans. (1015X.) 9: Kallosekalotten, in der 
Mitte eine Hyphe. 10: Kallose in einer Hyphenspitze. 11: Kallose in den Spitzen von 
zwei Seitenhyphen. 12: Trichterférmige Hyphenquerwand, beidseitig mit Kallose 


bedeckt. 


hinterlieB noch Stickstoff enthielt, jedoch zum Unterschied von Zellulose in Cuoxam 
unléslich war. Man gin griff 1894 dieses Verfahren auf und erhielt aus Polyporus- 
Arten eine Substanz. die sich mit Anilinblau und allen damals bekannten .,Kallose”- 
Farbstoffen farbte. Nach langem Kochen mit 4—3%iger H,SO, erhielt er eine braune 
Fliissigkeit, die mit BaCO,; neutralisiert eine sirupartige Konsistenz annahm. Mit 
Phenvlhydrazin erhielt er daraus zwei Osazone, die er als Galaktosazon (Fp. 193°) 
und Rhamnosazon (Fp. 182—183°) identifizierte. Mangin glaubte, Kallose ver- 
arbeitet zu haben. Ein Jahr vor ihm verdffentlichte Winterstein (1895) 
eine Analyse von Boletus-edulis- und Polyporus-sp.-Mycel. Er erhielt jedoch nur 
Glukosazon (Fp. 204°). Winterstein stellte fest, daf& Pilzmycel-Hydroly- 
sate nur 65% Glukose enthielten, wahrend Baumwolle bei der gleichen Verarbei- 
tung 93.9% Glukose lieferte. Die gereinigte Pilzmembransubstanz bezeichnete er 
Protoplasma, Bd. XLVII/3—4 34 





510 W. Eschrich 


als Pilzzellulose. sie war in Cuoxam unldslich. Sehr ahnlich verfuhr Gilson 
(1895) bei der Untersuchung des Mycels von Claviceps-purpurea-Sclerotien und 
Agaricus campestris. Das von ihm erhaltene Hydrolysenprodukt, das in Cuoxam 
ebenfalls unléslich war und keine Chlorzinkjodreaktion gab, nannte er Mycosin. 

Dieses Mycosin (Methylglukosamin) ist nach Van Wisselingh (1898) 
das Hydrolysenprodukt des Pilzchitins. Die gleiche Substanz hatte Mangin 
erhalten miissen, als er seine Mvycelien hydrolisierte. Deshalb war Van 
Wisselingh der Meinung, da® Mangin das Chitin der Pilzzellwande 
mit Kallose verwechselt hat. Einen Beweis sah er darin, daB sich das Man gin- 
sche Pilzmaterial in heiRem Glyzerin (300°C) nicht vollstandig léste (Kallose hatte 
schon bei 280°C aufgelést sein miissen). Der Riickstand léste sich nur in heiBer 
konzentrierter KOH und lieferte Mvycosin. Mangin konnte also zumindest 
keine reine Kallose verarbeitet haben. 

Inzwischen hatte Tanret (1897) bei Claviceps purpurea, Boletus edulis, 
Polyporus officinalis und Aspergillus niger unter fast gleichen Bedingungen eine 
Substanz isoliert. die er Fongose nannte. 

Das Hin und Her iiber die Bezeichnung des fraglichen Pilzstoffes. ob Chitin. 
Kallose oder Fongose, wollte Mangin (1910) mit einer Klérung durch zwin- 
gende Analysen beenden. Er analysierte mit Arnaud zusammen das Mvycel 
des Wurzelparasiten Bornetina corium und fand schlieBlich, daB der einzige Be- 
standteil des Hydrolysates Glukose ist. Spuren von Stickstoff fiihrte er auf 
Plasmareste zuriick. Da das Produkt in Cuoxam unléslich war, bestand er darauf. 
es Kallose zu nennen. 


Dessenungeachtet erschien im gleichen Jahr eine Erwiderung Tanrets 
(1910), der Mangin einen Widerspruch in bezug auf die Léslichkeit in ver- 
diinnten Alkalilaugen nachweist (vgl. S. 495) und auf seiner Anschauung beharrt. 


Fongose sei etwas anderes als Kallose. 


Ein Ergebnis wurde nicht erzielt. Es ist bis heute also nicht zu entschei- 
den, ob tatsachlich die Kallose eine fundamentale Rolle im Aufbau der 
Pilzmembran innehat. Nach Frey (1950) kann nur festgestellt werden, 
daB es zwei grofe Gruppen von Pilzmembranen gibt, namlich diejenigen. 
die Zellulose enthalten, und diejenigen. die Chitin enthalten. Beide Stoffe 
nebeneinander kommen nur selten vor (N abel 1939). 

Nach Schmidt (1917) und Eschrich (1954) ist es unwahrscheinlich, 
daB die Kallose in Pilzmembranen mit den sonstigen Kallosevorkommen 
identisch ist. Die chemische Analyse bedeutet nichts angesichts der Tatsache. 
daB Zellulose die gleichen Grundbausteine besitzt wie Kallose. Die Kallose 
im eigentlichen Sinne erscheint stets in wohl umgrenzten Massen, Polstern, 
Belagen oder in Lamellen. Man gin steht allein mit seiner Ansicht, daf Kal- 
lose auch mit anderen Membransubstanzen, wie z. B. Zellulose und Chitin, 
vermischt sein kann. Wohl mehren sich die Befunde. daf Kallose geschlossene 
Membranschichten bilden kénne, wie das in Pilzhyphen, Pollenschlauchen, 
Wurzelhaaren, bei Caulerpa prolifera und auch in Siebréhren beobachtet 
wurde. Immer aber lat sich dabei zumindest eine 4uBere Membran wahr- 
nehmen, die keine Kallosereaktion gibt 5. 


5 Allerdings fand Thomas (1930) bei Sclerotinia eine auBere Membran, die 
seiner Meinung nach aus Kallose, Fettsiuren und Phosphorsaure besteht. Bei der 
Analyse benutzte er jedoch ganze Mycelien; es besteht also kein Grund zur An- 
nalme. daf die gefundenen Bestandteile aus der AuBenwand stammen. 
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Aus diesen Griinden ist die nun folgende Liste von Kallosevorkommen 
bei Pilzen, wie sie Mangin (1890) aufstellte, mit Zuriickhaltung zu be- 
trachten. 

Phycomyceten: Peronosporaceen: Cystopus candidus, Cysto- 
pus cubicus, Peronospora viticola, Peronospora Schadhtii. 

Saprolegniaceen: Adilya, Dictyuchus. 

Mucoraceen: Mucor sp.. Phycomyces, Rhizopus, Pilobolus, Chaeto- 
cladium. 

Ascomyceten: Bulgaria inquinans, Ascobolus furfuraceus, Oidium, 
Rhytisma acerinum, Rhytisma onobrychis, Penicillium glaucum, Sac- 
charomyces sp. 

Basidiomyceten: Corticum, Polyporus igniariu:, Polyporus tubero- 
sus, Dedalaea quercina — Uredineen. 

Bei lichenisierten Pilzen der Flechtengattungen: Usnea, Ramalina, 
Physcia, Cetraria, Umbilicaria. 


7 Kallose in Antheren, Pollenmutterzellen. Pollen- 
kérnernund Pollenschlaiuchen 


Die ersten Beschreibungen von Kallosevorkommen im mannlichen 
Gametophyten stammen von Mangin (1889a, b). Er stellte an Antheren- 
querschnitten alkoholfixierter -Staubbeutel von Digitalis purpurea fest. 
da kurz nach der Tetradenbildung die alle vier Pollenzellen einhiillende 
Membran der PMZ aus Kallose besteht. Sobald sich die Pollenkérner von- 
einander lésen, ist keine Kallose mehr nachzuweisen. Dic gleiche Erschei- 
nung beobachtete er bei Asparagus officinalis, Lycium europaeum, Althaea 
rosea, Cephalaria tartarica, Tropaeolum majus und Campanula rapunculus. 

Farr (1916) vertrat die Ansicht. da bei der Tetradenteilung die 
Kallose durch den Turgordruck der PMZ zwischen die Mikrosporen ein- 
gelagert wird. Er bezeichnet die Kallose als gelatinése Masse. die durch 
Quellung der PMZ-Membran entsteht. Strasburger und Koernicke 
(1923) schreiben dazu (p. 390): Sobald die Pollen (von Hemerocallis) Struk- 
tur annehmen und die Zellwande der PMZ verquellen, iritt Anilinblau- 
firbung positiv auf. spater ist wieder Zellulose nachweisbar. 

In einer umfangreichen Arbeit vertritt Miih|dorf (1941) die Meinung, 
daB die PMZ-Kallose als Reservestoff fiir die Weiterentwicklung der Mikro- 
sporen benétigt wird. Er untersuchte 307 Pflanzenarten und stellte fest. daf 
die PMZ-Kallose bei Angiospermen allgemein verbreitet ist. Die Dauer des 
Auftretens von PM7Z-Kallose ist jedoch nur kurz: Zunichst verdickt sich 
die PMZ-Membran stark und gibt Kallosereaktion. (Nach Miihldorf 
handelt es sich bei der Kallose um eine .erstarrte bréckelige Gallerte*.) 
Wahrend der Tetradenteilung bleibt die Kallosehiille erhalten. Unmittel- 
bar nach Abtrennung der Mikrosporen scheiden diese eine Kallosehiille ab. 
Die stairkste Kallosereaktion tritt zu dem Zeitpunkt ein, an dem die Exine 
sich zu bilden beginnt. Uber den Abbau der Kallosehiille fiihrt M iih1- 
dorf folgendes an: ..Die Verfliissigung der Kallose beginnt an der Ober- 
flache der Tetraden und schreitet nach innen fort. Und an anderer Stelle: 
»Der Kallosestoff wird von den wachsenden Mikrosporen als Nahrung ver- 
braucht.“ (Warum beginnt dann die Verfliissigung nicht von innen? Ref.) 

Nach meinen Beobachtungen an Antheren von Campanula rapunculus 
gibt die Membran der PMZ von Anfang an keine Chlorzinkiodreaktion. Zel- 
lulose scheint also abwesend zu sein. Unmittelbar nach der Tetradenbildung 

34+ 
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verdicken sich sowohl die auferen als auch die zwischen den vier Tochter- 
zellen liegenden Membranpartien der urspriinglichen PMZ. Alle diese Mem- 
branpartien farben sich mit Resorzinblau leuchiend blau (Taf. 1, Abb. 6), 
Nach Ausbildung der Exine lésen sich die Pollen aus der Kallose-..Matrix™, 
das Membrangeriist der PMZ liegt frei im Pollensack und ist spater in 
Fetzen zerteilt oder unregelmaBig verklumpt zwischen den Pollenkérnern 
oder an einer Pollensackwand darstellbar, zum gréRten Teil jedoch auf- 
gelést. Von einer Umwandlung in Zellulose konnte ich nichts bemerken. 
Die Antherenwandung der reifen Anthere von Cucurbita pepo enthalt 
ganze Zellschichten, die mit Kallose gefiillt sind. Hauptsichlich findet sich 
Kallose an der Innenwand der Endotheciumzellen. 

Bei der Untersuchung der Membranen des reifen Pollenkorns (Cytisus 

laburnum, Spartium junceum, Valeriana phu, Pinus sp., Scirpus sp., Carex 

sp.) fand Mangin (1889 und 1892), daB 

die zwischen Intine und Exine unter den 

Keimporen. oder -falten liegenden Hiuf- 

chen aus Pektinen bestehen. Diese Stellen 

quellen bei der Keimung, die iibrige In- 

tine bleibt ungequollen. Bei manchen 

Arten bestehen diese Hiufchen aus Kal- 

lose. Bei Pinus silvestris ist die aiuBerste 

Schicht der Intine nur unter den Luft- 

sicken verdickt (Strasburger und 

Koernicke 1923). Diese Kalotte soll 

aus Kallose und Pektinstoffen bestehen. 

Auf der Innenseite der Intine fand M a n- 

gin bei allen Arten Kalloseanhaufungen, 

und zwar hauptsachlich unter den Keim- 

poren. Nach meinen Beobachtungen an 

keimenden Pollen von Galanthus nivalis 

Abb. 13. Pollenkorn von Cu-_ bildet sich innerhalb des Schlauches ein 

curbita pepo, 120“ Durchmesser.  ringférmiger Kallosewulst rund um die 

mit 9 Keimporen. Die Keimhéfe Keimpore. Diesen Kallosering passiert der 

sind mit Kallose (schwarz) an- protoplasmatische Inhalt des Pollenkorns 

gefiillt. beim Auswachsen des Schlauches. 

Besonders deutlich ist die Kallose der 

Keimporen in den reifen Pollen von Cucurbita pepo zu sehen. Die von 

Sachs (1870) abgebildeten .,Zellstoffhaufen“®, die das Porendeckelchen 

(Exine) herausdriicken, geben nur im Innern, also innerhalb der Intine, 
Kallosereaktion (Abb. 13). 

Die bekannien Pfropfen in den Pollenschliuchen, die Lloyd (1899) 
als Zellulosepfropfen (Diodia virginiana |Rubiaceae|) bezeichnet, waren 
von Mangin (1890 und 1892) als Kallose identifiziert worden (Narcissus 
sp.). 

Jost (1907) benutzt die elektive Farbbarkeit der Kallose mit Anilin- 
blau. um den Pollenschlauch auf seinem Weg durch die Narbe und den 
Griffel zu verfolgen. Er gibt an, da auch die innere Wandung des Pollen- 
schlauches aus Kallose besteht (Secale cereale, Lilium bulbiferum, Lilium 


6 Diese .Zellstoffhaufen* bezeichnet Zander (1935) als .Keimhof*, neuer- 
dings wurde von Hyde (1955) dafiir der Ausdruck ..Oncus* eingefiihrt. 
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tigrinum, Corydalis cava, Corydalis lutea). Cooper (1928) benutzte Lack- 
moid zur Anfarbung des ,,Pollenschlauches* im Griffel. Bradbury (1929) 
spricht von regelrechten ,,Kallosewanden“ des Pollenschlauches (Prunus sp.). 
Sie konnte mit Hilfe der Resorzinblaufarbung den Pollenschlauch bis zum Em- 
bryosack verfolgen. Ich habe Pollenschlauche von Galanthus nivalis auf Sac- 
charoseagar (10% Saccharose in 2% Agar gelist) kultiviert und mit Karmin- 
essigsiure und Resorzinblau angefarbt. Die Schlauche zeigten 1—4 dicke 
Kallosepfropfen. In der Regel befanden sich die Kerne mit der Hauptmenge 
des Plasmas im vordersten Teil des Schlauches, also vor den Kallose- 


Abb. 14. Pollenschlauch von Galanthus nivalis, Auf 10%igem Saccharoseagar kul- 
tiviert. Karminessigsdéure-Resorzinblaufarbung. Kallose (K) schwarz. E = Exine, 
N = Kerne. 


pfropfen. Kallose in der Schlauchspitze war nur selten zu sehen. In einigen 
Fallen war dicht hinter der Schlauchspitze ein Kallosering ausgebildet, der 
das Plasma an dieser Stelle zusammenschniirte. In diesen Schlauchen zeigte 
sich an der Spitze selbst keine Kallose. Das Bild erweckt den Eindruck, als 
ob an der Spitze des Pollenschlauches in gewissen Abstanden Kallose 


gebildet wird, die als Ringwulst das lebende Plasma samt Kernen vorbei- 
laRt und schlieBlich den gesamten Querschnitt des Schlauches ausfiillt, 
somit also den lebenden vom toten Schlauchinhalt (Abb. 14) trennt. Uber 


die Pollenschlauchkultur vgl. Trankowsky (1931), Maheshwari und 
Wulff (1937). 


8. Kallose in Wurzelhaaren 


Ridgway (1913) beschreibt als erster das Vorkommen von Kallose 
in Wurzelhaaren, wobei er allerdings Kalloseanhaufungen mehr pathologi- 
scher Art in dlteren, funktionslosen Wurzelhaaren erwahnt (Abb. 15). Er 
zitiert Kiister (1903), der ,,Zellulose“-Verdickungen in Wurzelhaaren be- 
schreibt, die durch Ernahrungsstérungen und wachstumshemmende Fak- 
toren aufer Funktion gesetzt wurden. Ridgway vermutet, daft es sich 
dabei um Kallosemassen handelt, die oft ganze Haare verstopfen oder 
ausfiillen, wie er sie bei Panicum sp., Zea Mays, Avena sativa, Capriola 
dactylon, Pisum satioum, Eupatorium capillifolium, Oxalis stricta, Vigna 
catjang und Ipomea quinquifolia gesehen hat. Den Kallosenachweis er- 
brachte er durch Fiarbung mit Anilinblau und Corallin-Soda sowie durch 
einige Versuche iiber Léslichkeit bzw. Unléslichkeit in Cuoxam. Siauren 
und Alkalien. Als Kontrolle benutzte er die Siebréhrenkallose von Wistaria 
sinensis. Ridgway konnte derartige Kalloseanhaufungen sowohl bei 
jungen wie Alteren, bei eingetopften und wildwachsenden Pflanzen be- 
obachten und betonte abschlieBend, da die Haare weder krank noch ver- 
letzt waren, weder CaCO, enthielten noch in Auflésung begriffen waren. 

Das generelle Auftreten von Kallose in Wurzelhaaren mancher Pflanzen 
wird von Roberts (1916) beschrieben. Bei ihren Untersuchungen iiber 
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die Saugkraft der Wurzelhaarzellen stellte sie fest, daf einige Pflanzen 
eine dritte innerste Wandschicht in den Wurzelhaaren besitzen. (Schwarz 
(1893) hatte bei Wurzelhaaren nur zwei Membranschichten gefunden, eine 
aufere Pektinschicht und eine innere Zelluloseschicht.) Diese dritte Schicht 
tritt gewohnlich in der Haarspitzenregion auf und la&t sich mit Resorzin- 
blau, Anilinblau und Corallin-Soda als Kallose identifizieren. Nachge- 
wiesen ist ihr Vorkommen bei Valerianella olitoria, Sinapis sp., Pisum 
sativum, Tradescantia sp., Ceratopteris thalictroides. 

Demgegeniiber stellte Howe (1921) fest, da&B Wurzel- 
haare im allgemeinen gar keine mittlere Zelluloseschicht 
besitzen, sondern stets (zirka 20 Arten wurden untersucht) 
eine iufere Pektin- und eine innere Kalloselamelle besitzen. 
Letztere schwankt in der Dicke, ist aber immer in der Haar- 
spitze am dicksten. Der Nachweis erfolgte mit Resorzin- 


blau. 


Abb. 15. Wurzelhaar mittleren Alters. Kal- Abb. 16. Junges Schleimhaar 
lose schwarz. Plasmareste punktiert. Va- von Osmunda regalis. Altere 
kuole weif. Mit drei schematischen Quer- Zellen mit Starkek6érnchen, 
schnitien (nach Ridgway 1913). (400X.) Kallose (K) an den Querwin- 
den, ohne MaRstab (nach G ar- 

diner und Ito 1887). 


9. Kallose in Trichomen 


Gardiner und Ito (1887) fanden Kallosebelige auf den siebartig 
durchbrochenen Querwanden der Schleimhaare von Osmunda regalis und 
Blechnum occidentale (Abb. 16). Bei Osmunda sollen auch die Perforationen 
der Querwande mit Kallose ausgekleidet sein. Gefarbt wurde mit Corallin- 
Soda und Wasserblau. Die Autoren bemerkten, daf die Kerne der kallose- 
fiihrenden Haarzellen bald zugrunde gehen, lebende Haarzellen findet man 
nur an der Basis ganz junger Wedel. 

Mangin (1892) gibt an, da die Haare (ein Organ ist nicht genannt) 
von Geranium molle im Innern einen wurmférmigen, um sich selbst ge- 
drehten, zylindrischen .Cordon“ von Kallose besitzen. Ferner fand er in 
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allen Haarbasen und Epidermispapillen der Blatter von Myosotis palustris 
Kallose. Bei Vitis vinifera fand er nach Anfarbung mit Anilinblau eine 
»blaue Rosette“ von kallosefiihrenden Epidermiszellen rings um die Basis 
der Haare. Altere Vitis-Blatter fiihren Kallose in den Epidermiszellen 
rings um die Wasserspalten. Besonders regelmafig findet sich Kallose in 
den verkalkten Haaren von Boraginaceenblittern. 


Die Trichomkallose scheint sehr weit verbreitet zu sein. So konnte ich 
bei mehreren Campanulaceen und Boraginaceen feststellen, daf Kallose 
besonders bei steifen (SpieR-) Haaren, vor allem der Kelchblatter, vorkommt, 
gleichgiiltig, ob die Haarwinde verkalkt, verkieselt oder nicht inkrustiert 
sind. Gewoéhnlich findet sich dabei ein ringférmiger Kallosewulst im Innern 
der Haarbasis. Vielfach ist auch die ganze Haarzelle innen mit einer 
diinnen Kalloseschicht ausgekleidet, die sich in der Haarspitze zu einem 
Kallosepfropf kumuliert; dies fallt besonders auf, wenn die Spitze des 
Haares abgebrochen ist (Taf. 1, Abb. 4). Der dann frei herausragende 
Kallosepfropf erweckt den Eindruck, als ob er die Wunde versdhlieRe. 
(Da jedoch dieser Kalloseverschlu8 nicht regelmafig auftritt, war es mir 


bisher nicht méglich, festzustellen, ob er vor oder nach dem Abbruch ge- 
bildet wird.) 


10. Kallose in Zystolithen 
Wie Mangin (1892) berichiet, beobachtete Chareyre (1884) an 


Zystolithen von Urticaceen und Moraceen eine ,,substance gommeuse*, die 
in Wasser etwas anschwoll und eine schwache Deformation des Zystolithen 
verursachte. — Mangin identifizierte diese Substanz als Kallose und 
konnte feststellen, daf sie in den Lithocysten der meisten Urticales vorhan- 
den ist. So fand er Zystolithenkallose bei: Urtica perennis, Parietaria of- 
ficinalis, Broussonetia papyrifera, Ficus elastica, Ficus carica, Ficus reli- 
giosa, Humulus lupulus und Morus alba. Mangin glaubte, da® Kallose 
ein Calciumcarbonatbegleiter sei (vgl. jedoch Boraginaceen-Perikarpien, 
C 11). 

Die ,Schleimcystolithen* der Urticacee Girardinia palmata Gaudick. 
(Schorn 1907) scheinen keine Kallose zu besitzen, da sie sich in Wasser 
— wenn auch erst nach 24 Stunden — lésen. Schorn stellte nur fest, daf 
sie sich mit Rutheniumrot anfarben. 


Die von Rabiger (1952) beschriebene zarte Hiille um die Zystolithen 
konnte ich bei Ficus-Arten nicht entdecken (Eschrich 1954). 


Zystolithenkallose scheint ausschlieBlich bei den Urticales (vor allem 
Urticaceen, Moraceen, Cannabinaceen) und bei Boraginaceen vorzukom- 
men. Bei Acanthaceen-Zystolithen (Strobilanthes crispus, Sanchezia nobi- 
lis) konnte ich keine Kallose finden. 

Am besten wurde die Gattung Ficus untersucht. Renner (1910) bringt 
eine ausfiihrlichke Zusammenstellung iiber die anatomische Beschaffenheit 
der Zystolithen zahlreicher Ficus-Arten. Als besonders kallosereich be- 
zeichnet er die Zystolithen von Ficus pseudopalma Blanco. Ferner konnte 
ich noch bei Ficus Rumphii, Ficus Hookeri, Ficus cyadistipula, Ficus saus- 
sureana und Ficus triangularis (Taf. 1, Abb. 5) Kallose finden. Ficus hetero- 
phylla besitzt keine Zystolithenkallose. 


Die Zystolithen der Boraginaceen finden sich hauptsachlich in Epider- 
miszellen an der Basis von Haaren (A vetta 1894, Jakovljevié 1925). 
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Uber die Funktion der Zystolithenkallose ist nichts bekannt. Sie kénnte 
jedoch als abschlieRende Schicht zwischen dem Lithocysteninnern und den 
radiaren Kaniilen des Zystolithenkérpers gedeutet werden. 


11. Kallose in Perikarpien 


Mangin (1892) fand in Fruchtwanden von Boraginaceen Zellen, die 
Kallose enthielten. Da er Kallose nicht nur in kalkhaltigen Zellen des 
Exokarps, sondern auch in kalkfreien Endokarpzellen beobachtete, auferte 
er die Meinung, daf Kallose nicht nur Kalkbegleiter sei, sondern auch aus 
~destruierten® Parenchymzellwanden entstehe. Diese Kallosevorkommen 
waren bisher noch nicht bestiatigt worden; deshalb habe ich dariiber einige 
Untersuchungen angestellt, die gesondert verdéffentlicht werden sollen. 
Einige bisherige Befunde seien jedoch hier kurz wiedergegeben: 

1. Das Vorkommen von Kallose ist bei Boraginaceen-Perikarpien nicht 
an das Vorhandensein von CaCO, in den Zellwianden gebunden. Kallose 
tritt auch in Perikarpien auf, die kein CaCO, enthalten. 

2. Findet sich Kallose in Exokarpzellen, so tritt sie besonders stark in 
den Zellen der meist reichlich kutinisierten Epidermis auf (Cynoglossoi- 
deae). 

3. Mesokarpkallose tritt wahrscheinlich nur bei Vertretern der Helio- 
tropioideae auf. 

4. Bei Symphytum findet sich Kallose nur im Endokarp. 

5. Auffer bei Boraginaceen wurde Kallose auch im Perikarp von SdchlieB- 
friichten anderer Familien gefun- 
den: Hydrophyllaceae (Phacelia), 
Umbelliferae (Myrrhis, Conium) 
(Taf. 1, Abb. 1). 


12, Kallose in AbschluB- 
geweben 

Auffer den Epidermen (Boragi- 
naceenfriichte, Allium-cepa-Zwiebel, 
Zystolithen) scheinen auch andere 
AbschluRgewebe Kallose zu bilden. 
Die Bemerkung Mangins (1892), 
daf alte Blatter, die Wundkork be- 
sitzen, Kallose in den Zellwanden 
enthalten, veranlafte mich, die 
Blattstiele abgefallener Blatter zu 


untersuchen. Ich konnte jedoch nur 
Abb. 17. 


Kallosepolster in der .Exo- 
dermis~ des Rhizoms von Ophioglossum 


vulgatum, Querschnitt, Kallose (K) 


bei Aesculus hippocastanum in den 
Trenngeweben benachbarten Blatt- 
stielzellen diinne Kalloselamellen 


(schwarz). S = Starke. 


finden. Auf der  entsprechenden 
Stammseite traten mitunter Kal- 
losepolster auf. Bei Pirus communis und Castanea vesca lie sich niemals 
Kallose dieser Art feststellen. 

In einem weiteren Fall beobachtete ich im Rhizom von Ophioglossum 
vulgatum in der aufersten Rindenschicht. die man als Exodermis bezeich- 
nen kénnte, Wandbelage von Kallose an der Aufenwand oder auch Kal- 
losepolster. Diese Kallose fand ich jedoch immer nur an Wanden, die nicht 
verkorkt waren (Abb. 17). 





Kallose 


13. Kallose in Lentizellen 
An der Basis der Blattstiele von Ficus elastica konnte ich bei jungen 


Lentizellen z. T. erhebliche Kallosemengen beobachten (Abb. 18 und Taf. 1, 
Abb. 2). Die Epidermis- und Hypodermiszellen rings 
um den Lentizellenschlund (die SchlieRzellen des ehe- 
maligen Spaltéffnungsapparates waren schon verkorkt 
und deformiert) enthalten, sofern ihre Zellwande noch 
nicht verkorkt sind, grofe Kallosepolster. Mit Einsetzen 
der Korkgewebebildung verfarben sich die Wande der 
kallosefiihrenden Zellen braun, die vorhandene Kallose 
bleibt teilweise erhalten und ist spater oft noch als 
Rest in den dufersten Zellagen des Lentizellenrandes 
zu erkennen. Auch bei Lentizellen, die nicht unter 
Spaltéffnungen entstanden, fand ich Kalloseeinlagerun- 
gen. Offensichtlich wird die Kallosebildung eingestellt, 
sobald ein Korkgewebe gebildet ist, das die Offnung 
verschlieBt. Kallose scheint also hier als vorlaufiges 
Verschlu&@mittel zu fungieren. 


14. Kallose in der Wurzel-,Endodermis® 
18. Junge 


Nach Angaben von Poirault (1891a,b und 1893) Lentizelle an der 
besitzen die radialen Langswande der Endodermis von  Blattstielbasis von 
alten Wurzeln der Ophioglossaceen linsenférmige, bi- Ficus elastica. Kal- 
konvexe Kallosebelage (Nachweis mit Anilinblau). lose (K) schwarz. 
Diese aus der Abb. 19 hervorgehende Anordnung hat Radialer _Langs- 
eine gewisse Ahnlichkeit mit dem Querschnittsbild einer schnitt. 
Endodermis mit Casparischen Streifen. Im Langsschnitt 
erkennt man jedoch — wie Poirault schreibt —, daf es keine band- 
formigen Verdickungen sind, sondern kreisrunde Flecke, die oft zu mehre- 

ren in einer Zelle vorhanden sein kénnen. 
Es ist fraglich, ob es sich hier um eine Endo- 
dermis handelt. Ahnliche Verdickungen, die 
von Esau (1943) als kollenchymatisch be- 
zeichnet wurden, finden sich bei Pirus- 
communis-Wurzeln in der Rindenzellschicht. 
die der Endodermis benachbart ist. 


15. Kallose in Wundgeweben 


Das Auftreten von Kallose an Wund- 
rindern ist keineswegs als regelmaBig zu 
bezeichnen. Mangin (1892) schreibi, daf 
an leichten Wunden im Vitis-Blatt sehr sel- 
ten Kallose zu finden ist. Kallose hat — wie 

Abb. 19. Monarches Wurzel- eingangs erwahnt — mit dem Wund.,,kallus* 
biindel von Ophioglossum vul- nichts zu tun. 
gatum. Kallose (K) schwarz. Gelegentlich findet man in Praparaten 
Querschnitt. ohne Mafstab von verletzten Pflanzenstengeln (etwa bei 
(nach Poirault 1891). Pfropfungen) vereinzelt Zellen an der Peri- 
pherie der Wunde, die, nach Behandlung 
mit Resorzinblau, einen oder mehrere blaue Klumpen enthalten, von denen 
anzunehmen ist, daB es sich um Kallose handelt. Allerdings gibt es Fille, 
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wo Kallose regelmafftig an Wundrandern vorzukommen scheint. So berichtet 
Currier (persénliche Mitteilung) itiber das Fluoreszieren von Wund- 
randern bei Ficus nach Behandlung mit alkalischer Anilinblaulésung. 
(Eine zwar etwas starker gelbe Fluoreszenz geben auch suberinisierte 
Wiinde, deswegen wire es nétig, das Vorhandensein von Kallose dort auch 
mit Resorzinblau nachzuweisen.) 


Wie bereits in Abschnitt C1 ausgefiihrt, stellte Fischer (1886, p. 10) 
fest, da ein grofer Teil der Siebréhrenkallose erst bei der Verletzung 
intakter Siebréhren entsteht. Seine durch Abbriihen ganzer Pflanzen ge- 
wonnenen Siebréhrenpraparate zeigten nur geringe Kallosespuren an den 
Siebplatten. Demnach wiirde die fiir gewéhnlich an Siebplatten beobachtete 
Kallose bereits ein infolge Wundreiz entstandenes Produkt darstellen. Die 
Siebréhren miiften also in sehr kurzer Zeit Kallose bilden kénnen. Weiter 
konnte Fischer beobachten, daf abgeschnittene Zweigstiicke beim Liegen 
innerhalb 24 Stunden betrachtliche Mengen von Siebréhrenkallose zu bil- 
den vermégen. 


16. Kallose in Tiipfelkanidlen 


Das Auftreten der Kallose an Stellen des Pflanzenkérpers, wo Kom- 
munikationen zu Nachbarzellen (Siebréhren) oder dem Aufenmedium 
(Caulerpa, Wunden) mikroskopisch nachweisbar sind, lat vermuten, dak 
auch die Tiipfel der Zellwande lebender Zellen Kallose, vielleicht nur in 
Spuren, enthalten. 


Tatsichlich haben Currier und Strugger (1956) etwas Derartiges 
beobachten kénnen. Der bereits unter B1 beschriebene fluoreszenzoptische 
Kallosenachweis mit alkalischer Anilinblaulésung gliickte den Autoren 
bei den Epidermistiipfeln der Allium-cepa-Zwiebelschuppe. Bei vor- 
sichtiger Préparation lassen sich in fast allen Epidermistiipfeln winzige 
Kalloseknétchen auf diese Art nachweisen. Da ab und zu auch gréRere, gelb- 
griin fluoreszierende Knétchen zu finden sind, versuchte ich, diese Zellen mit 
Resorzinblau nachzubehandeln und konnte in zwei Fallen regelrechte Kal- 
losepolster zu beiden Seiten der Tiipfel anfarben. Bei der Plasmolyse 
verbleiben die Polster an der Wand wie bei jungen Siebréhren. Diese 
Kallosepolster gréReren Umfanges traten in beiden Fallen in der engsten 
Umgebung von Zellen auf, die Krampfplasmolyse zeigten und unscharf be- 
grenzte Kerne enthielten. Auf der Seite der normal reagierenden Zellen 
waren die Kallosetiipfel wesentlich gréRer als auf der Seite der wahrschein- 
lich beschiadigten Zellen. 

Ob es sich hierbei um eine Abwehr- oder Abschlufmafinahme gegen 
kranke, absterbende oder sich in irgendeiner Weise abnorm verhaltende 
Zellen handelt, ist nicht zu entscheiden. Auf alle Falle finden sich geringe 
Kallosemengen auch in Tiipfeln gesunder Gewebe. 


Die gleiche fluoreszierende Tiipfelkallose beobachtete ich auch in 
parenchymatischen Mesokarpzellen verschiedener Boraginaceen (Cyno- 
glossum, Paracaryum, Lindelofia). Auch bei Phacelia tanacetifolia 
(Hydrophyllaceae) konnte ich an besonders diinnen Stellen der Fruchtwand 
Tiipfelkallose mit Resorzinblau anfarben. 


Uber die experimentelle Auslésung der Bildung von Tiipfelkallose vgl. 
Abschnitt D 1. 
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D. Uber die Bildung und den Abbau der Kallose 


1. Kallosebildung unter dem Einflu&& chemischer 
Substanzen und Viren 


Die sehr aktuelle Methode, blattrollvirusinfizierte Kartoffelknollen durch 
den Nachweis starker Kallosebildung in den Siebréhren zu kennzeichnen, 
rechtfertigt vielleicht eine ausfiihrliche Besprechung dieses Abschnittes. 

In vier etwa zur gleichen Zeit erschienenen Arbeiten wird die Ent- 
deckung gemacht, daf Kartoffelknollen und -pflanzen, die mit Blattroll- 
virus infiziert sind, auergewéhnlich viel Kallose in den Siebréhren ent- 
halten und dadurch von gesunden Knollen, deren Siebréhren nur normale 
Kallosepolster zeigen, unterschieden werden kénnen. Der Nachweis der 
Kallose erfolgte in allen Fallen auch mit Resorzinblau (Hof ferbert und 
Zu Putlitz 1955, Sprau 1955, Moericke 1955, Baerecke 1955). 

Im gleichen Jahr (1955) wurde eine Patentanmeldung iiber ein ,,Ver- 
fahren zur Friihdiagnose von Viruskrankheiten bei Pflanzen“, Erfinder: 
Igel und Lange, bekanntgegeben, die allerdings bereits 1953 angemeldet 
war. Es handelt sich um die gleiche Entdeckung. 

Da8 Virusstoffe Veranderungen des Phloemgewebes verursachen kénnen, 
ist bereits mehrfach beschrieben worden. Quanjer (1913) beobachtete, 
daf das Blattrollvirus die Siebréhren der Kartoffel zum Absterben bringt, 
wobei degenerative Verainderungen der Siebzellen entstehen. Er bezeich- 
nete diese Erscheinung als ,,Phloemnekrose“. Die Zellwande farben sich 
allmahlich gelb, sie schwellen unregelmafig an, teilweise tritt Obliteration ” 
ein, und schlieRlich verholzen die Membranen sogar. Quanjer (1919) und 
Neger (1919) stellten fest, da die Ableitung der Assimilate aus Blattern 
kranker Pflanzen wesentlich langsamer vor sich geht als bei gesunden 
Pflanzen. Schweizer (1926) konnte durch Hinzufiihren von Eiweif- 
lésungen die auReren Krankheitssymptome und auch die Nekrosen riick- 
giingig machen; er war der Meinung, daf die Nekrosen durch Eiweifmangel 
hervorgerufen wiirden. Eine zusammenfassende Darstellung iiber virus- 
hedingte Obliterationen, Nekrobiosen und Nekrosen geben Brehmer und 
Rochlin (1931). Mit den Ursachen, die bei Befall mit Blattrollvirus zur 
Krankheit fiihren, befaRt sich die monographische Darstellung von Es- 
march (1932), worin auch die gesamte altere Literatur beriicksichtigt ist. 

Die erste Arbeit, bei der auch die Siebréhrenkallose in Betracht gezogen 
wird. stammt von Esau (1935). Bei der Krauselkrankheit (curly top virus) 
der Zuckerriiben scheint die Pflanze nach Infektion die Fahigkeit zu ver- 
lieren. Kallose auszubilden. Es treten sofort Phloemnekrosen auf. Am glei- 
chen Objekt beobachteten Artschwager und Starett (1936) Schwel- 
lungen und warzenartige Belage im Phloem krauselkranker Samlings- 
wurzeln. Sie bezeichneten diese Substanz als ..Pseudokallus*. der nur von 
resistenten Pflanzen als Schutz gegen die Infektionsstoffe gebildet werden 
soll. 

Spater versuchte man das Virus selbst im Phloem nachzuweisen. Ma c- 
worther (1941) farbte mit Trypanblau Viruskristalloide an. Bald (1949) 
benutzte ebenfalls diesen Farbstoff, konnte aber auch mit der Giemsa- 
farbung (Azur-Eosin-Methylenblau) nekrotisches Gewebe nachweisen. wo- 
bei sich einzelne Phloemelemente purpurrot anfarbten. Bode (1947) be- 
schrieb zum erstenmal ein Testverfahren, wonach blattrollvirusinfizierte 
Kartoffelknollen mit Fuchsin dort eine Rotfarbung zeigten, wo das nekro- 
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tische Gewebe verholzt war. Hutton (1949) priifte auf Grund der gleichen 
Erscheinung mit Phloroglucin und Salzsiure umfangreiches Material. Nach 
einem weiteren Verfahren von Heilmann (1955) sollen infizierte Sieb- 
réhren rote Fluoreszenz aufweisen, wenn die Schnitte nach einer Behand- 
lung mit 0.01% Bordeauxrot und 0,05% Acridinorange 15 Minuten dem 
UV-Licht ausgesetzt werden. 

Es ist anzunehmen, da es sich bei der vermehrten Kallosebildung in- 
folge Virusinfektion um eine ahnliche Erscheinung handelt, wie sie Schu- 
macher (1930) mit seiner Eosinreaktion erhielt (vgl. C 1). Wahrscheinlich 
stellt die Kalloseproduktion eine Abwehrreaktion dar, die bei schwach gif- 
tigen Substanzen ablauft. Starkere Gifte verursachen, wenn nicht sofort 
ein Absterben der Gewebe an der Injektionsstelle eintritt, Phloemnekrose. 

An dieser Stelle sei auf eine Beobachtung hingewiesen, die ich an Epi- 
dermistiipfeln von Allium cepa und Rhoeo discolor machie. Ausgehend von 
der Schumacherschen Eosinreaktion versuchte ich, durch Hinzufiigen 
von Eosin eine vermehrte Kalloseproduktion auch in den Tiipfeln auszu- 
lésen: um einmal nachzupriifen, ob Currier und Strugger (1956) tat- 
sichlich Kallose bei Allium gesehen hatten, zweitens um festzustellen, ob auch 
hier die Kallose die gleiche Reaktion gibt wie in Siebréhren. Die Versuchs- 
anordnung ist denkbar einfach: eine Allium-cepa-Zwiebel wird in einer 
feuchten Kammer von den vertrockneten Schuppen befreit, die Epidermis der 
freigelegten turgeszenten Schuppe an mehreren Stellen mit einem kleinen 
Tropfen Eosin-Agar (2%ige Agarlésung in der Hitze mit Eosin stand. 1 : 500 
versetzen) versehen, wobei die Epidermis durch einen Nadelstich verletzt 
wird. In zwei von fiinf untersuchten Praparaten konnte ich oberhalb (in 
Richtung zur Blattspitze) der Wunde in einem Abstand von 10—15 Zel- 
len relativ dicke Kallosepolster mit Resorzinblau nachweisen. Die 
Polster befanden sich nur an wenigen Tiipfeln der Zellen. Gleichzeitig lieB 
sich feststellen, daf in der gleichen Geweberegion die Zellkerne durch die 
Tiipfel gewandert waren (vgl. auch Miehe 1901), so da sich in einzelnen 
Zellen zwei oder gar drei Zellkerne fanden, andere Zellen jedoch kernlos 
waren. In einem Falle sah ich einen Kern mitten in einem Tiipfelkanal 
stecken, so da er zu beiden Seiten bauchig in die Zellriume ragte. Bei 
Kontrollpraparaten, die mit reinem Agar ohne Eosin behandelt worden 
waren, konnte ich in keinem Falle weder Kallosevermehrung noch Kern- 
verlagerung beobachten. Die gleiche Kallosebildung stellte ich bei Rhoeo 
discolor-Blattepidermen fest. Bei Vanilla planifolia (abgeschnittene Blatter) 
trat bei gleicher Behandlung keine Kallose auf. Diese Versuche werden fort- 
gesetzt. 

An den von Boas (1916) beobachteten Verdickungen in Pilzzellen, die 
durch Saureeinwirkung entstehen, ist keine Kallosereaktion versucht wor- 
den (vgl. auch Balbach 1938 und Kusano 1936). 


2. Mikrobieller Abbau der Kallose 


Die Befunde, wonach Kallose, wenn sie direkt mit dem Aufenmedium 
in Beriihrung kommt, langsam verschwindet, deuten darauf hin, daft sie 
von Mikroorganismen abgebaut wird. In diese Richtung weisen die An- 
gaben Zale wskis (1883) und Mangins (1891), die Reste von Konidien- 
tragern, die aus Kallose bestehen, sich auflésen sahen (vgl. C6). Schmidt 
(1917) lie dagegen Siebréhren mit Kallosepolstern langere Zeit in Wasser 
liegen, ohne einen Abbau zu bemerken, obwohl er Massen von Bakterien 
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in der Fliissigkeit fand. Bei Zystolithenkallose konnte ich einen mikro- 
biellen Abbau durch stabchenférmige Bakterien feststellen (Eschrich 
1954). Diese Erscheinung wurde von mir nochmals bei Siebréhrenkallose 
von Victoria cruziana nachgepriift. Bei den Verdauungsversuchen (vgl. 
B5) mit Papain machte ich die Feststellung, da Kallose nur in Papain- 
lésungen, die mit KCN aktiviert waren, erhalten blieb, wurde das Papain 
mit Cystein aktiviert, so verschwand die Kallose nach 1—2 Tagen voll- 
stindig. Die Siebplatten waren dann von Bakterienmassen bedeckt. 
Gleichgeformte Bakterien fand ich in den Siebréhrenfragmenien von Cu- 
curbita-Wurzeln, die ich 2 Wochen unter Komposierde aufbewahri hatte. 
Auch hier war die Kallose fast restlos zerstért, die Zellulosewande da- 
gegen waren noch nicht angegriffen. 


E. Zusammenfassende Diskussion 


Bei der Fiille der beschriebenen Einzelbeobachtungen von Kallosevor- 
kommen diirfte es von besonderer Wichtigkeit sein, ZusammengehGriges 
hervorzuheben und Unvereinbares zu sondern. Allerdings kann es sich 
bei solchen Erwaigungen immer nur um Theorien, wenn nicht gar um 
Spekulationen handeln, deren Richtigkeit festzustellen spateren Forschun- 
gen vorbehalten bleiben muf. 

Das einzig Gemeinsame aller Kallosen ist die Farbbarkeit mit Resorzin- 
blau. Wir sind also gezwungen, alles das als Kallose zu bezeichnen, was 
sich mit Resorzinblau anfarben lat. Alle anderen Farbstoffe sind fiir 
Definitionsfragen unbrauchbar. Natiirlich ist damit noch nicht gesagt, da 
alle resorzinblaupositiven Stoffe substantiell das Gleiche sein miissen. Es 
ist jedoch anzunehmen, dafi die Resorzinblaufarbung eine Adsorptions- 
farbung darstellt (Schmidt 1917), da also zumindest die Textur des 
Stoffes oder seine Struktur sich in allen Fallen ahneln. 

Makgebend fiir alle Daten chemischer und physikalischer Art sind die 
Eigenschaften der Siebréhrenkallose, welche die Prioritat auf den Namen 
Kallose besitzt. Demnach ist die Definition der .echten* Kallose um 
einige Daten, iiber die Einigkeit unter den Siebréhrenforschern besteht, 
zu erweitern: 

Kallose ist eine gelartige, hyaline Substanz, die in Wasser und ver- 
diinnten starken Sauren unldslich ist. Konzentrierte Mineralsiuren hydro- 
lysieren Kallose in der Hitze. Sieht man von Kiisters (1951) (vgl. S. 493 
und S. 496) Befunden ab, so lat sich noch hinzufiigen, da Kallose auch in 
Cuoxam nicht gelést wird und daf sie optisch isotrop ist. — Jedes weitere 
Faktum st6@t in der Literatur auf Widerspruch oder ist hypothetischen 
Ursprungs. Da fiir die Kallosevorkommen auferhalb der Siebréhren chemi- 
sche und physikalische Daten nur sparlich vorliegen, muf die allen 
Kallosen gemeinsame Resorzinblaufarbung und Un- 
loéslichkeit in Cuoxam als Grundlage fiir eine vergleichende Be- 
trachtung der Kallosen geniigen. 

Viele Theorien, die bisher iiber die Funktion der Kallose aufgestelli 
wurden, mégen fiir den betreffenden Einzelfall recht einleuchiend sein. 
Beziehungen zu anderen Kallosevorkommen lassen sich jedoch nur teil- 
weise oder gar nicht kniipfen. 

So ist die von Wilhelm (1880) vertretene Auffassung, Kallose sei ein 
Reservestoff, genau so unbefriedigend wie der Vorschlag R ussows (1882). 
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Kallose als Sekret zu betrachten. Gleichfalls abzulehnen ist die von Man- 
gin (1890) vertretene Meinung, Kallose sei eine Grundsubstanz fiir den 
Aufbau der Zellmembran. Die mehrfach geiuerte Auffassung, Kallose sei 
die Vorstufe der Zellulose, kénnte fiir Wurzelhaar-, Pilzhyphen- oder 
Pollenschlauchspitzen zutreffen, versagt jedoch schon z. B. bei den Kallose- 
pfropfen der Pollenschlauche. Die haufig geiuBerte Feststellung, daB Kal- 
lose besonders in Geweben und Zellen auftritt, die einer alsbaldigen Auf- 
lésung entgegensehen, trifft fiir zahlreiche Vorkommen (Trichome. Zysto- 
lithen, Caulerpa, Tiipfelkaniale, AbschluRgewebe) nicht zu. auferdem er- 
klart sie nichts von der eigentlichen Funktion der Kallose. 

Zwei weitere Gesichispunkte, die fiir eine Funktionsbestimmung der 
Kallose von Bedeutung sein kénnten, fallen — obwohl bei den Siebréhren 
Klarheit dariiber herrscht — fiir eine Diskussion aus. da die Verhiltnisse 
bei den anderen Kallosevorkommen unbekannt sind. Es sind dies einmal 
die hohe Permeabilitit des Siebréhrenprotoplasten (Wanner 1952) und 
zweitens die Kernlosigkeit der Siebréhrenglieder. Es ware z. B. denkbar. 
daB sich die regulierende Wirkung der Kallose und damit ihr Auftreten 
vor allem auf Zellen erstreckt. deren Protoplasten dem Eintreten fremder, 
vielleicht giftiger Stoffe infolge einer Permeabilitatserhéhung ausgeseizt 
sind. Inwieweit eine Kerndegeneration. wie sie bei Siebréhren auftritt. 
an der Herstellung dieses Zustandes beteiligt ist, laBt sich selbst bei Sieb- 
réhren noch nicht abgrenzen. Diesem ..praimortalen Zustand des Siebréhren- 
protoplasten® (Huber und Rouschal 1938) kann jedoch fiir die Kal- 
losebildung wenig Bedeutung zugemessen werden, da bereits Kallose in 
jungen kernhaltigen Siebréhren vorkommt und auch sonst vielfach in 
besonders jungen Zellen auftritt (Pollenschlauche. Wurzelhaare, Pilz- 
hyphen). 

Weniger abwegig erscheinen die AuBerungen iiber die Bedeutung der 
Kallose als dauerndes oder periodisch regulierendes Ver- 
schluB- oder Schutzmittel. Weitaus der gréBte Teil der Kallosen 
findet sich an Orten, wo ein Austausch von Stoffen zwischen benachbarten 
Zellen oder zwischen Pflanze und Au®enwelt stattfindet oder stattfinden 
kénnte. Dies trifft zu fiir Siebréhren, die charakteristischen Leitbahnen der 
Assimilationsprodukte, fiir Tiipfelkanale von Allium-cepa-Epidermen, fiir 
Milchréhren, die auf kurze Strecken Stoffe zu transportieren vermégen. Der 
von der Zellwand her gebildete Zystolithenkérper wird durch einen Kal- 
losemantel von dem Zellraum der Lithocyste getrennt. Die Kallose der 
.Endodermis* von Ophioglossum kénnte als Regulativ bei der Stoffauf- 
nahme in den Zentralzylinder bezeichnet werden. Bei verkalkten oder ver- 
kieselten Trichomen trennt die Kallose den Zellinhalt von der AuRenwelt 
ab, was bei den besonders exponierten Trichomen als Infektionsschutz 
deutbar wire. Das gleiche gilt fiir AbschluBgewebe, die nicht wie die Epi- 
dermis eine schiitzende Kutikula oder verdickte AuBenwand besitzen, oder 
die Periderme. die durch mehrschichtige liickenlose Anordnung ein Ein- 
dringen von Fremdkoérpern und -stoffen verhindern. In derartigen unge- 
schiitzten AbschluBgeweben findet sich Kallose, z. B. bei der ..Exodermis* 
von Ophioglossum, bei Lentizellen. die noch keinen schiitzenden Kork ge- 
bildet haben. Die an Wundrandern ab und zu beobachteten Kallosevor- 
kommen lassen sich auch in dieser Richtung deuten. In etwas anderer Weise 
laBt sich die Kallosefunktion in den Spitzen von Wurzelhaaren, Pollen- 
schliuchen und Pilzhyphen erkliren. Es handelt sich hierbei um schnell- 
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wiichsige und aiuBerst diinnwandige Zellen, die zum Teil gar keine Zellu- 
losemembran ausbilden. Die Kallose iibernimmt hier also die Funktion 
einer Membran, bei der es weniger auf Festigkeit als auf Schutz vor ein- 
dringenden Stoffen anzukommen scheint. Die in diesen drei Organen auf- 
tretenden Kallosepolster und -pfropfen kénnen als Ventile oder Verschliisse 
gedeutet werden, bei Pollenschlauchen gegen das Zuriickstrémen von Plasma 
und Kernen, bei Wurzelhaaren gegen eingedrungene Keime oder uner- 
wiinschte Stoffe und bei Pilzhyphen als Abriegelung gegen abgestorbene 
Hyphenabschnitte. Die Kallose in den Keimhéfen der Pollenkérner kénnte 
einerseits einen Stoffein- oder -austritt durch die fehlende oder unter- 
brochene Exine der Keimporen regulieren, andererseits aber nur Bau- 
material fiir den keimenden Schlauch darstellen. Die Kallosemembran von 
Caulerpa prolifera diirfte den Stoffaustausch zwischen Schlauchzelle und 
Meerwasser regulieren. Die bisher als Zellstoffbalken bezeichneten Kallose- 
réhren stellen Einstiilpungen des Schlauchmantels dar und kénnen als 
Transportbahnen fiir aus dem Wasser aufgenommene Nahrstoffe angesehen 
werden. Die Kallose in den Perikarpzellen mancher SchlieBfriichte kénnte 
einerseits den weichhautigen Samen vor Infektionen schiitzen, andererseits 
eine regulative Funktion bei der Keimung iibernehmen. Die PMZ-Membran 
schiitzt die unreifen Pollenkérner so lange, bis eine Exine ausgebildet ist, 
dann ist ihre Aufgabe erfiillt, sie gibt, indem sie sich auflést, die Pollen- 
korner frei. Das gleiche gilt fiir die Konidientrager, die so lange mit den 
Konidien verbunden bleiben, bis sich die Konidienmembran geschlossen hat, 
dann .degeneriert* die Tragerkallose zu einer wasserléslichen Substanz 
und gibt die fertigen Konidien frei, indem sie sich selbst auflést. 

Wenn diese Schutz- und Regulationstheorie auch teilweise recht speku- 
lativ erscheint, so ist sie doch allen anderen Theorien von der Kallosefunk- 
tion dadurch iiberlegen, daf sie alle Erscheinungsformen auszulegen vermag. 

Uberall ist die Kallose eng mit der Zellwand verkniipft, wenn sie nichi 
sogar die Zellwand selbst darstellt (PMZ, Caulerpa). In den meisten Fallen 
tritt sie aber an denjenigen Wandieilen auf, die mit Durchirittsstellen fiir 
das Plasma versehen sind (Siebporen, Tiipfel), oder sie verengt das Zell- 
lumen zu derartigen Durchtrittsstellen (Pollenschlauche, Pilzhyphen). 

Die elektronenoptischen Untersuchungen an _ Pollenschlauchkallose 
(Miihlethaler und Linskens 1956) zeigen, da Kallose kein mizel- 
lares Gefiige besitzt, sondern eine véllig homogene Substanz darstellt. Wenn 
man die chemischen Analysen (Mangin 1910, Eschrich 1954) ver- 
allgemeinern darf, so stellt Kallose ein wasserunlésliches Polysaccharid dar, 
dessen Grundbaustein d-Glukose ist. Die einzelnen Molekiile miissen in 
einer Art verkniipft sein, die bisher bei Glukose unbekannt ist, denn 
Starke und Zellulose sind im Gegensatz zu Kallose optisch anisotrop. 
Schleime zerflieBen in Wasser, Kallose nicht. Verschiedene Befunde deuten 
darauf hin, dafi Kallose auferordentlich schnell gebildet werden kann 
(Fischer 1886, Schumacher 1930). Sie kann auch relativ schnell wie- 
der abgebaut werden, zumindest wesentlich schneller als Zellulose. Dieser 
Auf- und Abbau der Kallose erfolgt in lebenden Zellen. (Der Kalloseabbau 
in obliterierten Siebréhren ist unkontrollierbar. Die dort gefundenen 
kallosefreien Siebplatten haben méglicherweise nie Kallose besessen oder 
ihre Kallose wurde bereits zu Lebzeiten des Siebréhrengliedes abgebaut.) 
Besonders eigentiimlich ist, da das Auftreten von Kallose nie mit Sicher- 
heit vorausgesagt werden kann. Pilzhyphen, Pollenschliuche und -kérner, 
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Zystolithen, Wurzelhaare, Trichome, Tiipfel und anderes kénnen Kallose 
enthalten, aber auch bar jeder Spur von Kallose sein. Selbst Siebplatten 


brauchen nicht immer von Kallose bedeckt zu sein. — Es ist offensichtlich, 


Nolloseé 


“ithocysté x: 


~ 


Tafel 1. 

Abb. 1. Exokarp von Myrrhis odorata. Kalloseabscheidungen in der Epidermis. 
Abb. 2. Junge Lentizelle an der Blattstielbasis von Ficus elastica. Die der Lenti- 
zellenéffnung benachbarten Zellen enthalten Kallose. 

Abb. 3. Querschnitt durch die Thallusachse von Caulerpa prolifera, Kallose in 
Lamellen abgelagert. 

Abb. 4. Abgebrochene Spitze eines Kelchhaares von Campanula rapunculus. Das 
Zellinnere der Haarspitze ist von Kallose ausgefiillt. 

Abb. 5. Entkalkter Zystolith von Ficus triangularis (Blatt). 

Abb. 6. Pollentetraden mit Kallosehiille im Pollensack von Campanula rapunculus. 
Pollenkérner nur zum Teil vorhanden. 

Abb. 7. Querschnitt durch Siebréhren von Victoria cruziana (Blattstiel). Dickes 
Kallosepolster an einer Siebréhrenlaingswand. 

Abb. 8. Langsschnitt durch Siebréhren von Cucurbita pepo (Wurzel). Einseitige 
Kalloseauflagerung an der Siebréhrenlangswand. 


Abb. 9. KalloseverschluB in einer Milchréhrenabzweigung bei Ficus elastica. 


daB die Kallose keinen im eigentlichen Sinne regelmaBigen anatomi- 
schen Bestandteil der beschriebenen Pflanzenorgane darstellt, son- 
dern je nach der physiologischen Notwendigkeit gebildet oder 
weggelassen wird. (Eine Ausnahme mag vielleicht Caulerpa bilden, doch 
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ist die ,,physiologische Notwendigkeit* des Vorhandenseins einer Kallose- 
hiille fiir die Schlauchzelle stets vorhanden, denn ohne sie wire die Er- 
naihrung der ganzen Pflanze nicht denkbar.) Besonders klar zeigen dies die 
Eosinreaktionen (Schumacher 1930) und die blattrollvirusinfizierten 
Kartoffeln. Hier wird durch das Eindringen von Fremdstoffen in den Zell- 
verband, also durch einen chemischen Reiz, die Kallosebildung ausgelist 
oder verstirkt. Inwieweit fiir andere Kallosevorkommen etwas Ahnliches 
gilt, mu die Erfahrung lehren. 


Der hier gemachte Versuch, die Funktion der Kallose zu erklaren, 
konnte infolge des knappen heterogenen Tatsachenmaterials nur unbe- 
friedigend ausfallen. Es ist anzunehmen, daft die Entdeckung weiterer 
Kallosevorkommen auch eine Erklarung der Kallosefunktion férdern wird. 
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Uber hundert Jahre Vitalfarbung pflanzlicher Zellen 


Von 


Horst Drawert 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitat Berlin 
(Eingegangen am 17. September 1956) 


Bereits im 18. Jahrhundert lie® man gefarbte Lésungen wie Tinte und 
auch den Saft der Friichte von Phytolacca decandra in Pflanzen aufsteigen, 
um den Vorgang der Aufnahme und der Wanderung eines Stoffes zu ver- 
folgen. So beschreibt La Baisse (1733), daB der rote Farbsaft der Beeren 
von Phytolacca decandra von den lebenden Wurzeln von Polyanthes 
fuberosa und Antirrhinum majus aufgenommen wird und in den Pflanzen 
bis in die Blumenblatter aufsteigt, wo er die Blattadern rot farbt. Bei die- 
sen Versuchen handelt es sich aber noch nicht um Vitalfarbungen im eigent- 
lichen Sinne; denn von Vitalfarbung sprechen wir erst, wenn die Zelle den 
Farbstoff in ihr Inneres aufgenommen hat und sich Plasma, Kern oder an- 
dere Plasmaeinschliisse bzw. die Vakuole gefarbt haben, ohne daf zunachst 
die Zelle gréBere Schadigungen erkennen laRt. 

In der botanischen Literatur wird immer als alteste Schrift auf dem 
Gebiet der Vitalfarbung die vor siebzig Jahren erschienene grundlegende 
Arbeit von P fe f f e r (1886): .Uber Aufnahme von Anilinfarben in lebende 
Zellen* zitiert. Allerdings findet man bei Gene vois (1938) einen Hinweis, 
da bereits ,en 1881, Henneguy et Certes ont coloré vitalement des 
cellules végétales*. Es existiert aber eine noch viel altere Mitteilung iiber 
eine Vitalfarbung pflanzlicher Zellen, die vollkommen in Vergessenheit ge- 
raten ist und die es verdient, wieder der Vergessenheit entrissen zu werden. 
Es handelt sich um die Arbeit von Unger: .Uber Aufnahme von Farbe- 
stoffen bei Pflanzen“, vorgelegt in der Sitzung der math.-naturw. Klasse 
der kaiserlichen Akademie der Wissenschaften zu Wien am 23. Mai 1848. 
Die Arbeit umfaBt acht Seiten Text und eine sehr aufschluBreiche Farb- 
tafel. 

Der iilteste Anilinfarbstoff, das Mauvein, ist erst im Jahre 1854 entdeckt 
worden, so da Unger noch nicht wie Pfeffer mit synthetischen Farb- 
stoffen arbeiten konnte, sondern auf natiirliche Farbstoffe angewiesen war. 
Er benutzte wie La Baisse vor allem den Farbstoff der Friichte von 
Phytolacca decandra L. Dabei beruft er sich auf altere Versuche eines an- 
deren Autors: ,.In der kéniglichen Akademie der Wissenschaften in Paris 
wurde vor mehreren Jahren eines Versuches Erwahnung gethan, der nicht 
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ohne Bedeutung fiir die Pflanzenphysiologie schien. Er betraf die Farbung 
weifbliitiger Hyacinthen durch den rothen Saft der Kermesbeere (Phyto- 
lacca decandra Lin.), der denselben zur Aufsaugung dargebothen wurde.“ 

In den ersten Versuchen begoR Unger einige in Tépfen gezogene wei- 
bliihende Hyazinthen nach vorhergehender Trockenhaltung mit dem Farb- 
saft, den er aus getrockneten Friichten unter Zusatz von Wasser gewonnen 
hatte. Die Versuche verliefen negativ. Wurde aber im Herbst ausgepreBter 
und in verschlossenen GefaBen aufbewahrter Saft angewandt. der schon 
z. T. in Girung iibergegangen war und auf Lackmuspapier sehr deutlich 
sauer reagierte, so zeigten die Bliiten bereits nach 20 Stunden die erste Spur 
viner roten Farbung. die sich in den folgenden Tagen verstirkte. In dieser 
zweiten Versuchsserie stellte Unger die Tépfe in Schalen. die mit dem 
zwei Drittel mit Wasser verdiinnten PreBsaft gefiillt waren. 

Unger begniigte sich nun aber nicht wie seine Vorgianger mit der rein 
makroskopischen Wahrnehmung. Er untersuchte vielmehr die gefarbten 
Pflanzen auch mikroskopisch. und es ergab sich, daB von den Wurzeln an- 
gefangen bis zu den Blumenblattern die Parenchymzellen lings der Schrau- 
bengefaRe gefarbt waren. Aus den Abbildungen der Farbtafel zu schlie- 
Ben, lag eine reine. diffuse Vakuolenfarbung vor. Die Anzahl der gefarbten 
Zellen war in den Wurzeln am kleinsten,. steigerte sich in den oberirdischen 
Organen von unten nach oben und erreichte in den Spitzen der Blumen- 
blatter ihr Maximum. 

Da im mikroskopischen Bild nur die Parenchymzellen der Leitbiindel 
eine Firbung aufwiesen, die GefaBe aber véllig farblos erschienen, schlof 
Unger, daB der Farbstoff nicht in den GefaRen wandert. sondern durch 
End- und Exosmose von Zelle zu Zelle weiterbeférdert wird. 

Ahnliche Ergebnisse erzielte Unger mit Abkochungen von Krapp- 
wurzeln. Nicht aufgenommen wurden dagegen die Abkochungen von Coche- 
nille sowie die PreBsafte aus roten Riiben und Beeren von Ligustrum vul- 
gare. Andererseits verliefen die mit Phytolacca-PreBsaft durchgefiihrten 
Versuche an Narcissus tazetta und Calla aethiopica ergebnislos. 

Die angefiihrten Speicherorte sowie die Abbildungen stimmen vollkom- 
men iiberein mit den von Kiister (1911), Ruhland (1912), Collan- 
der (1921), Collander und Holmstrém (1937) und Drawert 
(1941) mit Sulfosiurefarbstoffen erhaltenen Befunden. Allem Anschein nach 
besitzen die Friichte von Phytolacca einen natiirlichen .sauren* Farbstoff. 
Dafiir sprechen auch die Angaben von Unger. daf nur sauer reagierender 
PreBsaft von der Hyazinthe aufgenommen wurde. Nach neueren Unter- 
suchungen liegt wohl ein Pigment vom Typ des Betanins vor (Reznik 
1956). 


In eigenen Untersuchungen konnie in vitro das identische Verhalten des 
Phytolacca-Farbstoffes mit den Sulfosiurefarbstoffen bestiatigt werden. 
Im Elektrophoreseversuch wandert der Farbstoff eindeutig zur Anode und 
in Ausschiittelversuchen mit hydrophoben organischen Lésungsmitteln bleibt 
er in der wasserigen Phase. Dagegen schlugen alle — allerdings bisher nur 
rein informatorisch durchgefiihrten — Vitalfarbungsversuche fehl. Gegen- 
iiber Bliitenblattern, die direkt mit der Farblésung in Beriihrung kamen. 
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erwies sich der Prefsaft recht giftig. so da die Zellen bald abstarben. 
Nach Baillon (1875) nahmen weifbliihende Hyazinthen, die mit den 
Wurzeln in Phytolacca-Farbstofflésungen eintauchten, wohl das Wasser, 
aber nicht den Farbstoff auf. Die Bliiten farbten sich aber nach kurzer 
Zeit — nur makroskopisch untersucht —, wenn abgeschnittene Bliiten- 
schifte oder die mit Wundflachen versehene Zwiebelbasis selbst in die 
Farblésung tauchten. Die Wurzelrinde verhindert nach Baillon die Auf- 
nahme des Farbstoffs. 


Diese negativen Ergebnisse brauchen aber keineswegs gegen die Be- 
funde von Unger zu sprechen, da Unger ja erst mit Prefsaft, der in 
Girung iibergegangen war und sauer reagierte, Vitalfarbungen erhielt. In 
eigenen Versuchen konnten allerdings auch mit kiinstlich angesaduerten 
Farblésungen keine vitalen Farbungen an Blumenblattern erzielt werden. 
Vielleicht ist durch den GiarungsprozeR in dem von Unger benuizien 


Prefsaft erst eine aufnehmbare Komponente des Farbstoffs entstanden. 

Wie dem auch sei, so muB doch wohl Unger zugestanden werden, daft 
er nach unseren bisherigen Kenntnissen als erster eine Vitalfarbung er- 
kannt hat. Die Arbeit enthalt auch bereits drei Punkte, die sich spater als 
wichtig fiir die Aufnahme lipophober saurer Farbstoffe herausstellten: 
1. die Bedeutung des Transpirationsstromes, 2. die Bedeutung der sauren 
Reaktion und 3. die besondere Fihigkeit des Leitbiindelparenchyms, saure 
larbstoffe zu speichern. 
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Ablésung von Zellwandbestandteilen bei schnell wachsen- 
den Nitella-Internodialzellen 


Von 
Robert Jarosch 
Aus dem Biologischen Laboratorium der Gsterreichischen Stickstoffwerke AG., Linz 
Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 3, April 1956) 
Wie bereits Braun (1852) beobachtete, erfolgt das Wachstum der 
Characeeninternodialzellen parallel zur schraubig verlaufenden Plasma- 


Abb. 1. Teilansicht einer jungen Nitella-Internodialzelle mit abgelésten Zellwand- 
bestandteilen. Die Richtung der Plasmastrémung ist an den Chlorophyllkérner- 
reihen bzw. am Indifferenzstreifen erkennbar. 

Photo: E. Schild. 
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strémung. Genauere Untersuchungen iiber den Zuwachs, die Veranderung 
des Neigungswinkels der Strémung u. a. stammen in neuerer Zeit von 
Green (1954). 

Bei der Verfolgung des Wachstums von Nitella-flexilis-Internodialzellen 
im Rahmen von Wuchsstoffversuchen wurden 6fters sehr schnell wachsende 
Zellen beobachtet, die schon durch ihre besondere Zartheit auffielen. Der 
Plasmawandbelag war in diesen Zellen ziemlich dick, die Chlorophyll- 
kérner hingegen sehr zart und auffallend langgestreckt. AuBen der Zell- 
wand anliegend, befanden sich auf diesen Zellen Fasern, deren Enden 
haufig aufgebogen waren (s. Abb.). Ihre bevorzugte Lage war spiegelsym- 
metrisch zur Plasmastrémung, wenn als Symmetrieachse die Zellangsachse 
angenommen wird. 

Anscheinend kénnen die alten Zellwandbestandteile bei iibermaBig 
schnellem Wachstum nicht umgelagert werden, und es kommt zur Ablésung. 
Green nimmi eine netzartige Textur der Zellwand mit zwei besonders 
ausgezeichneten Fibrillenrichtungen an, deren Schnittwinkel sich mit dem 
Wachstum des Internodiums andern soll. Die bevorzugte Lage der ab- 
gelésten Zellwandbestandteile deutet darauf hin, daf es besonders die 
spiegelsymmetrisch zur Strémung verlaufenden Zellwandfibrillen sind, die 
bei der iibermafigen Zerrung nicht mitkommen. 
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Referate 


Bartels, P., und H.-O. Schwantes: Quantitative mikrospektrographische 
Messungen zur Aufnahme von Thionin durch lebende Zellen von 
Allium cepa 7eitschr. f. Naturforsch. 10b (1955), S. 712—720. 


Die Untersuchungen von Bartels aus dem GieBener botanischen In- 
stitut diirften von allen, die sich mit der Theorie der Vitalfarbung befassen. 
mit groBem Interesse verfolgt werden. Geht es doch hier darum., die Er- 
scheinungen, die der vitalfarbende Zellphysiologe zumeist nur qualitativ 
nachweisen kann. quantitativ zu messen. 

So laBt sich z. B. der vieldiskutierte Umschlagspunkt Membran-Vakuole 
jetzt exakt erfassen. Die Verfasser bezeichnen den Punkt. an dem in Mem- 
bran und Vakuole die gleiche Farbstoffkonzentration herrscht. als Iso- 
konzentrationspunkt (IKP). Er liegt fiir Thionin und Allium-Innenepider- 
men bei pH 10.8. 

Ferner gelang der theoretisch bedeutsame Nachweis. da bei dem unter- 
suchten Farbstoff die Konzentration innerhalb der Vakuole streng pro- 
portional ist der Aufenkonzentration an undissoziierter Farbbase. was 
zweifellos eine neuerliche starke Stiitze fiir die Lipoidtheorie der Permeabi- 
litat ist. 

Dariiber hinaus aber bringt die referierte Arbeit auch weitere neue Er- 
gebnisse, zu denen man mit Hilfe der iiblichen qualitativen Methoden 
wohl iiberhaupt nicht gekommen wire. Es lief sich namlich wahrscheinlich 
machen, daft es innerhalb der basischen Farbstoffe zwei Gruppen von etwas 
unterschiedlicher vitalfarberischer Wirkung geben diirfte: einerseits die 
larbstoffe mit freien NH,-Gruppen (z. B. Thionin), andererseits diejenigen 
mit vollstandig methylierten, also N(CH,).-Gruppen (z. B. Akridinorange 
und Methylenblau). Die beiden Gruppen unterscheiden sich beziiglich der 
im alkalischen Bereich entstehenden Farbbasen-Gleichgewichie. Auf diesen 
Unterschied fiihren die Verfasser die von ihnen beobachtete Tatsache zu- 
riick, daB zwar das Thionin (wie bereits erwahnt) in seiner Speicherung 
streng der Dissoziationskurve folgi, nicht aber z. B. das Akridinorange (vgl. 
Bartels, Planta 44, 341). Beim letzteren setzt vielmehr die Speicherung 
schon um etwa zwei pH-Stufen friiher ein, als es dem .chemischen* Um- 
schlagspunkt nach zu erwarten ware. Eine eindeutige Aufklarung dieser 
Unterschiede ware dringend erwiinscht. 

Ebenfalls von Interesse fiir den Physiologen ist die auf Grund der Ver- 
suchsergebnisse indirekt zu vermutende geringe Pufferkapazitat der Zell- 
safte bei den untersuchten Allium-Innenepidermen. Es scheint, daB die ein- 
dringende Farbbase den pH-Wert des Zellsaftes recht bald nach der alkali- 
schen Seite verschiebt. Diese Zellsafte diirften also im wahrsten Sinne des 
Wortes .leer“ sein, also nicht nur frei von spezifischen farbstoffbindenden 
Substanzen, sondern ganz allgemein arm an chemisch aktiven Stoffen, wie 
z. B. Siuren und anderen Elektrolyten. H. Kinzel (Wien). 
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Ergebnisse der medizinischen Grundlagenforschung. Unter Mitarbeit 
von K. Bucher, Basel, A. Grumbach, Ziirich, A. Kornmiiller, Géttingen, 
J. Kiihnau, Hamburg, H. Schaefer, Heidelberg, H. Schoen, Géttingen. 
Herausgegeben von Prof. Dr. K. Fr. Bauer, Erlangen. Band I. Mit 
217 Abb. in 379 Einzeldarstellungen. VIII, 856 S. Stuttgart: Georg 
Thieme, 1956. Ganzl. DM 129.—. 


Auf vielen Gebieten der Naturwissenschaften, besonders aber auf dem 
der Medizin, arbeitet heute meist jeder Forscher ,,von seinem speziellen 
Gesichispunkt ausgehend und nimmt in der Regel nur unvollkommen 
Kenntnis von den Resultaten der Untersuchungen auf jenen Fachgebieten, 
fiir die er sich nicht als unmittelbar kompetent erachtet. So gehen die mei- 
sten Arbeiten der Spezialisten ziemlich beziehungslos nebeneinander her“. 
Dieser ,,.Fehlentwicklung unseres wissenschaftlichen Lebens* soll durch die 
Herausgabe dieses grofangelegten Werkes entgegengetreten werden; der 
erste, glanzend ausgestattete, inhaltlich auf voller Héhe stehende Band ist 
soeben erschienen. Es soll in ihm ein Stil geschaffen werden, der bei aller 
wissenschaftlichen Tiefe eine Verstindlichkeit aufweist, die es dem einzel- 
nen Forscher erméglicht, aus allen Beitragen fiir sein eigenes Fach Ge- 
winn zu ziehen. In diesem Sinne ist schon im ersten Band die Auswahl der 
Themen so getroffen, daB nicht etwa nur ein einziges Problem zur Dis- 
kussion gestellt wird, wie dies heute bei den Symposien der Fall ist. Es sind 
vielmehr recht verschiedenartige, hochaktuelle Fragen der Grundlagenfor- 
schung behandelt. So wird jeder Leser einerseits wohl etwas finden, wofiir 
er sich ganz besonders interessiert und was sein eigenes Arbeitsgebiet be- 
trifft, andererseits aber verstandliche Darstellung anderer Gebiete, von 
denen er zunachst vielleicht meint, da sie ihn weniger beriihren; er wird 
bald zur Einsicht kommen, wie sehr die Kenntnis solcher Nachbargebiete 
fiir ihn wichtig und wertvoll ist, und so wird er dankbar dafiir sein, daf 
ihm Einblick in das Nachbarland erméglicht wird. Das Werk ist in erster 
Linie fiir Mediziner bestimmt; es soll aber ausdriicklich betont werden, daft 
auch der Naturforscher, der sich mit anderen Lebewesen befaft, darin eine 
gar nicht erwartete Fiille von Anregungen findet. Eigens hervorgehoben 
seien in dieser Hinsicht folgende Artikel: Tomecsik: Die Struktur der 
Bakteriengrenzflachen; Glimstedt und Lagerstedt: Die Mitochon- 
drien: Lehmann: Der Feinbau von Kern und Zytoplasma in seiner 
Beziehung zu generellen Zellfunktionen; Somogyi: Metaboliten und 
Antimetaboliten; Holzer: Kinetik und Thermodynamik enzymatischer 
Reaktionen in lebenden Zellen und Geweben; Stepp: Ergebnisse der 
Vitaminforschung in den Jahren 1950—1954; Wachsmann: Biophysik 
der Strahlenwirkung. Jedem Artikel ist ein sorgfaltig ausgewahltes Ver- 
zeichnis des Schrifttums angefiigt; in diesem grofen Werke ist dies be- 
sonders wichtig, weil die Literaturquellen ja auch dem Nichtspezialisten 
zuganglich gemacht werden sollen. F. Weber (Graz). 


Gessner, Fritz: Hydrobotanik. Die physiologischhen Grundlagen der 
Pflanzenverbreitung im Wasser. Band I: Energiehaushalt. Mit 291 Abb. 
und 8 Vierfarbentafeln. XII, 517 S. Berlin: Deutscher Verlag der Wissen- 
schafien, 1955. Ganzl. DM 44.30. 


Die Physiologie der Wasserpflanzen wird in allen Lehrbiichern sehr 
kurz, meist nur anhangweise, behandelt; selbst in der 3. Auflage der 
.Pflanzengeographie auf dkologischer Grundlage* (Schimper-Faber) 
werden von insgesamt etwa 1600 Seiten den Gewassern nur 99 Seiten ein- 
geraumt, obwohl sie zwei Fiinftel der Erdoberflache bedecken und kaum 
eines frei ist von pflanzlichem Leben. Eine regionale Gliederung des Lebens- 
raumes Wasser ist allerdings nicht ohne weiteres méglich, dagegen tauchen 
hier Probleme auf, derer die Geobotanik entbehrt, wie z. B. die Wirkungen 
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von Salz- und SiiRwasser; auch der Umstand, daf wir bei den Wasser- 
pflanzen primare und sekundére Wasserbewohner finden (bei den Land- 
pflanzen sind es ja nur sekundare Landbewohner), wobei sich im gleich- 
maRigeren Lebensraum Wasser urspriinglichere Formen erhalten haben, 
wirft eine Fiille physiologischer Probleme auf. Die ungeheure Literatur 
hat aber bis heute noch keine selbstandige zusammenfassende Darstellung 
gefunden; es muf daher Gessner als hohes Verdienst angerechnet werden, 
daf er Problematik und Ergebnisse dieses Teilgebietes der allgemeineren 
Hydrobiologie in einem auf drei Bande angelegten Werk als Hydrobotanik 
vorzulegen beginnt. Es ist eine Okologie auf physiologischer Grundlage, 
nach dem Vorbild der klassischen Werke iiber die Landpflanzen, und es 
muf als erfreulich vermerkt werden, daf sich der Autor angesichts der 
heute einen breiten Raum einnehmenden biochemischen und physikalischen 
Analyse physiologischer Probleme vorbehaltslos zur dkologischen Frage- 
stellung als einer im weiteren Sinne urspriinglicheren wissenschaftlichen 
Naturbetrachtung und Naturforschung bekennt. 

Im ersten Band, ,,.Energiehaushalt“, werden unter griindlicher Verarbei- 
tung der Literatur und erginzt durch ausgedehnte Erfahrungen die physi- 
kalischen Faktoren behandelt, Licht- und UV-Strahlung, Warme, hydro- 
statischer Druck und Wasserbewegung. Eigene Untersuchungen des Ver- 
fassers in den Subitropen (insbesondere Venezuela) haben hier ihren Nieder- 
schlag gefunden. Werden auch zellphysiologische Fragen in diesem Zu- 
sammenhang nicht eingehender behandelt, so findet der Protoplasmatiker 
vor allem in den Abschnitten Resistenz, Lichtempfindlichkeit, Druckwirkun- 
gen die einschlagige Literatur zusammengestellt und die Probleme von éko- 
logischer Sicht her behandelt; auch viele andere Abschnitte, wie z. B. die 
morphologischen Veranderungen durch die Umweltsfaktoren, diirften zahl- 
reiche Anregungen fiir eine protoplasmatische Behandlung geben. Dariiber 
hinaus wird der Zellphysiologe eine zusammenfassende griindliche Dar- 
stellung des Lebensraumes, dem eine grofe Zahl der infolge ihrer Eigen- 
art sich besonders zu zellphysiologischen Untersuchungen eignenden Objekte 
entstammt, nur begrii&en kénnen. 

Wenn vielleicht auch die Darstellung einzelner Fragen etwas ungleich 
fundiert erscheinen mag, so ist dies nur ein Anreiz, das Fehlende durch 
weitere Untersuchungen zu erganzen, wodurch ein weiterer Zweck einer 
solchen ,,.[Inventaraufnahme“ erfiillt erscheint. Es sei in diesem Zusammen- 
hang bemerkt, daf das Buch in seiner jetzt vorliegenden Form eigentlich 
bereits eine zweite Auflage darstellt, da der erste Satz widriger Umstiande 
halber 1949 eingeschmolzen werden mufte, so daf bis zum jetzt vorliegen- 
den Neudruck Gelegenheit zu griindlicher Vervollstandigung gegeben war. 
Druck und Ausstattung sind vorziiglich. Man darf den folgenden Banden 
mit Spannung entgegensehen. O. Hartel (Graz). 


Handbuch der allgemeinen Pathologie. Herausgegeben von F’. Biichner. 
E. Letterer, F. Roulet. II. Band: Die Zelle. 1. Teil: Das Cyto- 
plasma. Bearbeitet von H. W. Altmann, A. Frey-Wyssling, A. Goebel, 
G. C. Hirsch, E. Miiller, M. Watzka, K. Zeiger, A. E. Zeller. Redigiert 
von F. Biichner. Mit 246 Abb. XII, 735 S. Berlin-Goéttingen-Heidelberg: 
Springer-Verlag, 1955. Ganzl. DM 174.—. 

Biicher und Handbuchartikel iiber das Cytoplasma haben in der Regel 
Botaniker oder Zoologen zu Verfassern. Es ist sehr zu begriifen, daf® das 
Interesse an der Protoplasmaforschung nunmehr auch in alle Zweige der 
Medizin gedrungen ist und daf es in erster Linie Mediziner sind, die selbst 
die Bearbeitung des Bandes ,.Das Cytoplasma“ des grofen ,,Handbuches 
der allgemeinen Pathologie“ iibernommen haben. Man meine nicht, daf 
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dieser Band etwa nur von Medizinern zu Rate zu ziehen ist. Im Gegenteil, 
auch der Phytocytologe hat in der glanzenden, reich mit Literatur belegten 
Darstellung die Méglichkeit, zu vergleichen, wie der Humancytologe die 
Tatsachen und Probleme sieht. Medizin und Biologie sind ja gerade auf 
dem Gebiete der protoplasmatischen Grundlagenforschung getrennt mar- 
schiert, und die eine hat auf einem, die andere auf einem anderen Gebiet 
groRere Fortschritte gemacht. Begreiflicherweise ist die Humancytologie in 
allen Fragen der Pathologie der Zelle vielfach tiefer eingedrungen, und die 
Phytocytologie wird hier viel nach- und aufzuholen haben. So darf man 
wohl berechtigt sagen, dieser Band des ,,Handbuches der allgemeinen Patho- 
logie* sei jedem Biologen zu eingehendem Studium empfohlen. 


F. Weber (Graz). 


Oehlkers, Friedrich: Das Leben der Gewichse. Ein Lehrbuch der Bo- 
tanik. 1. Band: Die Pflanze als Individuum. Mit 253 Textabb. VIII, 
nae eee Springer-Verlag 1956. Ganzl. 

39.60. 


In der Reihe der seit dem Krieg erschienenen Lehrbiicher der Botanik 
tragt auch das vorliegende seine eigene Note. Es ist in zwei Banden an- 
gelegt, der erste Band ist erschienen. Er ist der Pflanze als Individuum 
gewidmet, wahrend der zweite die Pflanze in ihrer Umwelt mit allen Be- 
ziehungen, die sich daraus ergeben, behandeln wird. Stoff- und Energie- 
wechsel sind in den zweiten Band verlegt. 

Bei der Darstellung der Pflanze als Individuum in dem zu referierenden 
ersten Band ist das Entwicklungsgeschehen in den Mittelpunkt der Be- 
trachtungen geriickt. Der erste Teil umfaft ,,.Die Gestalt der Gewachse in 
Entwicklung und Aufbau“ und entspricht einer kurzgefaften Entwick- 
lungsanatomie mit Cytologie, Histologie und Organographie. Der zweite 
Teil tragt den Titel ,.Die Grenzen der Gewachse*, worunter der Entwick- 
lungsverlauf von der Entstehung des neuen Individuums (Fortpflanzung 
und Vererbung) bis zu seinem durch Alter, Krankheit und Tod bedingten 
Ende verstanden wird. Die spezielle Darstellung der Fortpflanzungsweisen 
teilt sich in die der kernlosen und der kernhaltigen Gewachse, wobei die 
letzteren in vorteilhafter Weise nicht rein systematisch, sondern nach ihren 
die Art der Fortpflanzung wesentlich bestimmenden dkologischen Ver- 
haltnissen gegliedert sind (Tiefwasserpflanzen, Flachwasserpflanzen und 
amphibische Gewiichse, terrestrisch lebende Pflanzen, Landpflanzen). Der 
Abschnitt iiber Vererbung gibt in knappen 50 Seiten einen vorziiglichen 
Uberblick iiber den heutigen Stand der Vererbungslehre. Eine fiir Lehr- 
biicher der allgemeinen Botanik begriiRenswerte Neuerung ist die Auf- 
nahme einer kurzen iibersichtlichen Darstellung der Krankheiten der 
Pflanze (Erbkrankheiten, Stoffwechselkrankheiten und parasitire Krank- 
heiten). Der letzte Abschnitt des Buches behandelt die .Ursachen der Ent- 
wicklung* (Entwicklungsphysiologie) und umfaRt die Physiologie der 
Keimung, den endogenen Jahresrhythmus, das Wachtstum, die Differen- 
zierung der Gewebe, Regeneration, Bedingungen der Reproduktion, Ge- 
schlechtsbestimmung usw. 

Der in der Einleitung als wesentlich fiir die ..Lebendigkeit* der Pflanze 
hervorgehobene Gesichtspunkt der standigen Verainderung und Entwick- 
lung, die schlieBlich zwangslaufig durch Zerstérung oder Abnutzung zu 
einem natiirlichen Tod des Individuums fiihrt, hat sich als ein gliicklich 
gewahlter ,roter Faden“ erwiesen, der sich durch das ganze Werk hin- 
durchzieht und dieses zu einem in sich geschlossenen Ganzen macht. 

Die Ausstattung des im Springer-Verlag erschienenen Buches in Be- 
bilderung und Druck ist wie gewohnt vorziiglich. 

R. Biebl (Wien). 
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Precht, H., J. Christophersen und H. Hinsel: Temperatur und Leben. 
Mit 182 Abb. XII, 514 S. Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 
1955. Ganzl. DM 78.—. 


Seit Belehradek hat die Wirkung der Temperatur auf die lebende 
Zelle und den lebenden Organismus keine zusammenfassende Darstellung 
mehr gefunden. Es muff daher warmstens begriift werden, da mit vor- 
liegendem Werk eine dem heutigen Stande der Forschung entsprechende 
Behandlung dieses Problemkreises gegeben wird. Das Buch gliedert sich in 
drei voneinander unabhiangige Teile. Im ersten (Precht: Wechselwarme 
Tiere und Pflanzen) werden allgemeinere Gesichtspunkte in den Vorder- 
grund gestellt, einleitend die Temperaturwirkungen auf biologisch wichtige 
Stoffe, auf sich nicht verandernde Systeme und anschliefend auf solche, die 
sich wahrend der Temperatureinwirkung selbst wieder verandern (z. B. 
wachsen), behandelt; Nachdruck wird auf den Ersatz des Q,,-Wertes durch 
die Angabe der temperaturunabhangigen Aktivierungsenergie (Arrhenius- 
Konstante) gelegt. Weitere Abschnitte behandeln die Zusammenhinge von 
Kérpertemperatur wechselwarmer Organismen mit der Aufentemperatur. 
von Temperatur und Verhalten sowie die 6kologische Seite der Temperatur- 
wirkungen (Temperatur und Verbreitung). Es ist zweifellos sachlich be- 
griindet, wenn die Wirkungen der Temperatur auf Tiere und Pflanzen 
gemeinsam abgehandelt werden; daft dabei die Zoologie etwas Ubergewicht 
erhalten hat, mag in der Natur der Sache liegen, vielleicht auch etwas am 
Autor, dessen eigene Forschungsergebnisse in diesem Teil ihren Nieder- 
schlag gefunden haben. Die dabei zwangslaufig anfallende Stoffiille konnte 
nur durch straffe Gliederung und eine auf alles Historische verzichtende 
und auf das Wesentliche bzw. ausgewahlte Beispiele beschrankte Darstel- 
lung gemeistert werden, wobei man sich aber gelegentlich doch etwas gréRere 
Ubersichtlichkeit gewiinscht hatte; fast ware man versucht, zur Einarbeitung 
die Lektiire einiger Abschnitte des zweiten Teiles (Mikrobiologie, bearbeitet 
von Christophersen) zu empfehlen. Die Mikrobiologie zeigt auch hier, 
wie sehr sie infolge der gréferen Einheitlichkeit und des einfacheren Baues 
ihrer Objekte zur Erarbeitung und didaktisch klaren Darstellung funda- 
mentaler Lebensvorgange geeignet ist. In diesem Abschnitt werden beson- 
ders die Probleme der Hitzeabtétung, der Hitze- und Kalteresistenz, der 
Pasteurisation usw. behandelt. wobei naturgemaf auch praktische Probleme 
beriihrt werden. Besondere Behandlung erfahren auch die thermophilen 
Organismen: man ist allerdings etwas iiberrascht, die einschlagigen Arbeiten 
Vouks iiberhaupt nicht erwahnt zu finden, man wire auf eine Stellung- 
nahme zu seiner Theorie der ..Fervorisierung“ gespannt gewesen! Der 
dritte Teil, Mensch und warmbliitige Tiere (bearbeitet von H ai nsel), diirfte 
vor allem das Interesse der Physiologen und Mediziner wecken, Fragen der 
Regelung der Kérpertemperatur (Bildung und Abflu& der Warme, Steue- 
rung) und der Temperaturgrenzen stehen im Vordergrund: die Darstellung 
schlieRt mit Abschnitten iiber Winterschlaf und verwandte Erscheinungen 
und Verbreitung der Homoiothermen. Die reichlich eingearbeitete Literatur 
(das Autorenregister zahlt iiber 2000 Namen auf), die Dreiteilung des Stoffes 
und seine Behandlung durch verschiedene Autoren von verschiedenen Ge- 
sichtspunkten aus machen das Buch besonders wertvoll und sichern ihm 
zweifellos einen grofen Interessentenkreis. O. Hartel (Graz). 





Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51, Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
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Fortsetzung von der II. Umschlagseite 


Butterfa8, Th.: Rane aE Untersuchungen an Keulenhaaren von Vicia faba L. 
und. P: Yi 

Schleep, W.: Beitrage zur Pigalle der Pigmentbildung in belichteten etiolierten 
Blattern 

Mudrack, K.: Uber GréBen- und Strukturanderungen der Chloroplasten in Rohr. 
zucker- und Elektrolytlésungen 

Jarosch, R.: Die Impulsrichtungsiénderungen bei der Induktion der Protoplasma- 
str6mung 

Drawert, H.: 





Sammelreferat 
Eschrich, W.: Kallose. (Ein kritischer Sammelbericht) 
Kurze Mitteilung 


Jarosch, R.: Ablésung von Zellwandbestandteilen bei schnell wachsenden Nitella- 
Internodialzellen 








Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 
Politis, J.: Uber die Tanninoplasten oder Gerbstoffbildner der Rosaceen . . 6. 9. 1955 
Giinther, Elisabeth: Der Einflu8 chemischer und physikalischer Faktoren 
auf die protoplasmatischen Eigenschaften isolierter Zlodea-Blatter unter be- 
sonderer Beriicksichtigung der Zusammenhange zwischen Wachstumsphase 
und Plasmaviskositat 
Bélehradek. J.: A Unified Theory of Cellular Rate Processes Based Upon 
en Analysis of Temperature Action 
Weiss, Gertrude: Uber Schollen- und Kristallaggregatbildung im extra- 
plasmatischen Raum vitalgefairbter Zellen 
Kamiya, N., H. Nakajima and Sh. Abe: Physiology of the Motive Force 
of Protoplasmic Streaming 
Koshimizu, Y., and N. Jizuka: Origins and Formation of Intracellular In- 
clusions Associated with two Leguminous Virus Diseases 
Stalfelt, M. G.: The Influence of Distilled Water on the Fluidity of Protoplasm 
Weber, F.: Trichome an Crown-Galls von Nicotiana 
Parker, J.: Seasonal Changes in Some Chemical and Physical Properties of 
Living Cells of Pinus ponderosa and their Relation to Freezing Resistance 
Erdmann, K., Ingeborg Meyer und S. Junghans: Versuche zur Verhinde- 
rung von Ultraviolett-Wirkungen auf den Inhalt iiberlebender tierischer 
Zellkerne mit Strahlen-Schutzstoffen 
HG6fler, K.: Mikrosomen und Meiosomen 
Mili¢i¢é, D.: Vitalfarbungsversuche mit reduziertem Neutralrot an ,,vollen‘‘ 
Zellséften einiger héherer Pflanzen 
Reiter, Liselotte : Vitale Fluorochromierung pflanzlicher Virus-Einschlu8kérper 
Pirson, A., und G. Schaefer: Osmotischer Wasserentzug und Plasmolyse 
mit Polyaethylenoxyd 
Werckmeister, P.: Uber einen eigenartigen Kérper aus dem Trub von 
Bohnenauszugswasser 8 
Politis, J.: Untersuchungen iiber die cytologische Bildung der Phytomelane 
bei einigen Zinnia-Arten . 8. 
Strugger, S.: Der elektronenmikroskopische Nachweis von Plasmodesmen 
mit Hilfe der Uranylimpragnierung an Wurzelmeristemen 8. 
Thaler, Irmtraud, und F. Weber: Vakuolenkontraktion in Pinguicula- 
Driisenzellen . 8. 1956 
Schurz, J.: Eine réntgenographische Untersuchung von Laminaria digitata . 9. 1956 
Milovidov, P.: Robert Feulgen (1884—1955) . . . 9. 1956 
Overbeck, Gudrun: Zellphysiologische Studien an Bryophyllum im Zusam- 
menhang mit dem taglichen Saurewechsel . 9. 1956 
Levitt, J.: The Moment of Frost Injury . 9. 1956 
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Fortsetzung von der III. Umschlagseite 


Windisch, J., St. Hinkelmann und D. Stierand: Plasmochromatische Zell- 

reaktionen bei degenerierender Phosphat-Applikation nach P-Mangelztichtung 1. 10. 1956 
Honsell, E.: Sulla presenza di succhi cellulari «vuoti» in Nitella mucronata 

e Chara crinita 19. 10. 1956 
Spiekermann, Ruth: Cytochemische Untersuchungen zum Nachweis von 

Nucleinséuren in Proplastiden 19. 10. 1956 
Tazawa, M.: Neue Methode zur Messung des osmotischen Wertes einer Zelle 25. 10. 1956 
Bartels, F.: Ungewéhnlich groBe Chloroplasten bei Epilobium-Bastarden. . 2. 11. 1956 
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Anfang 1957 erscheinen folgende neue Bandteile: 


Cytoplasma-Struktur in Pflanzenzellen. Von Lotte Reuter, Privatdozent am Pflan- 

zenphysiologischen Institut der Universitat Wien. Mit 27 Textabbildungen. Etwa 40 Seiten. 

intravakuolares Protoplasma. Von Ernst Kiister, GieBen (Lahn). Mit 7 Textabbildun- 
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